Les hydrocarbures aromatiques polycycliques, des biomarqueurs d'exposition à la mesure de la charge électrophile tissulaire by Tzekova, Adela
Université de Montréal
i1/1 ô’C 2
Les hydrocarbures aromatiques polycyci iques,
des biomarqueurs d’exposition à la mesure de la charge électrophile tissulaire
par
Adela Tzekova
Département de santé environnementale et santé au travail
Faculté de médecine
Mémoire présenté à la Faculté des études supérieures
en vue de l’obtention du grade de
Maîtrise es sciences (M.Sc)
en Santé environnementale et santé au travail
Décembre, 2002
W de












L’auteur a autorisé ‘Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author cf this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any loss of
content from the document.
Université de Montréal
Faculté des études supérieures
Ce mémoire intitulé:
Les hydrocarbures aromatiques polycycliques,
des biornarqueurs d’exposition à la mesure de la charge électrophile tissulaire
présenté par:
Adela Tzekova
a été évalué par un jury composé des personnes suivantes:
Président du jury : Dr. Gaétan Carrier, M.D.,Ph.D
Directeur de recherche: Dr. Claude Viau, D.Sc
Membre dujuiy : Dr. Gineffe Truchon, Ph.D
111
SOMMAIRE
Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des contaminants ubiquistes de
l’environnement, certains d’entre eux reconnus comme cancérogènes probables et possibles
chez l’humain. Ce fait indique la nécessité de surveiller l’exposition humaine à ces
substances et de développer et valider des biomarqueurs (BM) d’exposition aux HAP.
L’objectif principal de ce projet de recherche était donc de vérifier, dans le modèle du rat, la
corrélation entre différents BM d’exposition aux HAP et, plus particulièrement, d’étudier le
rôle complémentaire du 1 -hydroxypyrène (1 -OHP) urinaire comme BM d’exposition relié à
un effet biologique (la charge électrophile tissulaire (CET), soit les adduits du
benzo(a)pyrènediolépoxyde aux protéines tissulaires des organes cibles), étant donné que
ce dernier a été proposé comme BM d’exposition globale aux HAP. Sur la base des
expériences conduites et des données obtenues les conclusions suivantes ont été tirées:
Premièt’ement, la formation de la CET dans le foie, le coeur, le poumon et au niveau de
l’hémoglobine (Hb) a été étudiée suivant l’exposition répétée par la voie I.P aux mélanges
binaires de HAP (benzo(a)pyrène (BaP)+pyrène (P)) à trois doses constantes de BaP (2, 6,
et 10 mg/kg) pour trois ratios BaP/P (0.2, 1 et 5). Des niveaux similaires de CET, dans tous
les tissus examinés, ont été obtenus pour une dose donnée de BaP. Le pyrène, en quantité
différente dans les mélanges n’influence pas la formation de la CET dans les tissus choisis.
Le rôle des adduits à l’Hb comme mesure de substitution de la CET des tissus cibles de la
cancérogénicité (c.-à-d. le poumon) a été confirmé.
Deuxièmement, la relation entre la CET dans les tissus cibles et le 1-OHP urinaire a été
étudiée et une régression linéaire entre ceux-ci a été obtenus pour les ratios BaP/P=0.2 et 1
indiquant que le 1-OHP urinaire est relié à la CET des tissus cibles. Ceci a permis
également de vérifier notre algorithme de l’ajustement de la valeur de référence du 1-OHP
urinaire dans l’exposition à divers mélanges de HAP. La corrélation entre la CET et le
1-OHP ou le 3-hydroxybenzo(a)pyrène (3-OHBaP) dans l’urine et les fèces a été également
étudiée afin d’approfondir la connaissance sur l’utilité potentielle de ces BM d’exposition
aux HAP. Concernant cette dernière relation, des meilleurs coefficients de corrélation ont
été obtenus avec 1-OHP et 3-OHBaP urinaire, ceci indiquant que les métabolites urinaires
du BaP et P étudiés sont des “indicateurs” plus fiables pour servir aux besoins de la
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CHAPITRE PREMIER
INTRODUCTION GÉNÉRALE
21.1. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques f HAP)
1.1.1. Identité, propriétés, sources et exposition
Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des contarninants ubiquistes de
l’environnement reconnus comme “substances d’intérêt prioritaire” au Canada (Armstrong
et Newhook, 1992; Meek et al. 1994). Les RAP constituent une catégorie de composés
chimiques comprenant environ une centaine de composés distincts qui contiennent des
atomes de carbone et d’hydrogène formant au moins deux anneaux aromatiques condensés
(Loening et al., 1990).
Les HAP purs sont des substances solides habituellement colorées, cristallines à la
température ambiante. Leurs propriétés physiques varient selon leur masse moléculaire et
leur structure. Leurs coefficients de partage octanol/eau (Koe) sont relativement élevés, ce
qui détermine un fort potentiel de bioconcentration dans les organismes (CNRC, 1983). Les
HAP dans l’atmosphère se trouvent soit en forme gazeuse ou particulaire (Nikolaou et al.
1984, Lesage et al. 1987). La distribution de la substance entre les deux phases dépend des
pressions de vapeur. Les RAP de faible masse moléculaire (formés de moins de quatre
anneaux aromatiques) peuvent être trouvés principalement en phase gazeuse, alors que les
RAP de masse moléculaire élevée, tels que le BaP, sont plutôt adsorbés sur les particules
(Atkinson et Arey, 1994).
Les HAP sont présents dans l’environnement sous forme de mélanges complexes difficiles
à caractériser et à mesurer. Ils proviennent principalement des processus de pyrolyse et en
particulier de la combustion incomplète de la matière organique (IARC, 1985, Nikolaou et
3al.1984). Ils sont présents à l’état naturel dans des dérivés de charbon et d’autres produits
pétroliers. Les HAP peuvent être libérés dans l’environnement par des phénomènes naturels
comme les incendies de forêts, les éruptions volcaniques, la diagenèse et la biosynthèse
(CNRC, 1983). Toutefois, on considère que les activités anthropiques (industries, milieu de
travail, transport, fumée de cigarette, chauffage domestique) sont les principales sources
d’émission de HAP. Dû à leur grande répartition dans l’environnement, ils sont présents
dans l’air urbain et industriel, dans les aliments, dans l’eau, dans les sols et sédiments
(Lindstedt et Sollenberg, 1982; Nikolaou et al J984; Lee et al. 1995; Wild et Jones, 1995).
Parmi les milieux industriels, les cokeries, les usines de production d’aluminium, les
manufactures d’électrodes de carbone sont les sources majeures d’émission de HAP se
caractérisant par des niveaux d’exposition à ces contaminants les plus élevés (selon les
niveaux de BaP dans l’air ambiant à l’intérieur de ces industries >1Og/m3). Les travaux
tels que l’épandage de goudron, de créosote et d’asphalte lors de pavage des routes ou de la
réfection des toitures sont aussi des sources importantes d’exposition à des HAP (Lindstedt
et Sollenberg, 1982).
L’exposition aux HAP dans la population générale se fait surtout par la nourriture et la
fumée de tabac, mais également par contact avec l’air extérieur (Jongeneelen, 1994, Lioy et
al.198$). L’exposition en milieu de travail se fait surtout par inhalation (ACGII-I, 1991;
IARC, 1984) et par contact cutané, important et même prédominant dans certains milieux
tels que l’industrie de production du coke et d’aluminium, l’industrie pétrochimique et les
travaux impliquant la manipulation de la créosote ( Boogaard et Van Sittert, 1994; Van
Rooij et al., 1993, 1994; Bouchard etViau, 1999).
41.1.2. Les HAP et la cancérogénicité
Un certain nombre de HAP individuels ont été classés comme cancérogènes probables chez
l’humain par le Centre international de recherche sur le cancer (IARC, 1987). Il existe
également des études épidémiologiques qui mettent en évidence une incidence accrue de
cancers du poumon chez les travailleurs d’usines de production de coke et de gaz ainsi que
chez des travailleurs des industries de production d’aluminium et des fonderies de fer et
d’acier (Doil et al., 1972, Redmond et al., 1976, IARC 1984, Amstrong et al. 1994). Une
preuve suffisante chez l’animal et une preuve limitée chez l’humain que la créosote est
cancérogène a par ailleurs été mise en évidence (IARC, 1985).
12. Surveillance environnementale, surveillance biologique de
l’exposition aux HAP et évaluatïon du risque
Étant donné le potentiel cancérogène de certains membres de la famille des HAP, il est
important de bien “contrôler” l’exposition humaine à ces composés. Au départ, l’évaluation
de l’exposition aux HAP a été basée sur l’analyse des concentrations atmosphériques. Des
méthodes non spécifiques telles que la détermination des matières solubles dans le benzène
(MSB) ont été utilisées (OSHA, 1976). Cette méthode ne permet toutefois pas de révéler
l’identité des HAP, car d’autres composés organiques présents dans l’atmosphère peuvent
également contribuer à ces MSB. Des techniques chromatographiques pennettant
d’identifier et de quantifier les HAP individuels présents dans les mélanges complexes ont
par la suite été développées (Hansen et al. 1991, Quilliam et Sim 1988, Roussel et al. 1992;
Wise et al. 1993). Les méthodes d’analyse les plus sensibles et sélectives incluent la
chromatographie liquide à haute performance (CLHP) avec détection par fluorescence et la
chromatographie capillaire en phase gazeuse avec détection par spectrométrie de masse
(Law et Biscaya, 1994). NIOSH (1985) a par ailleurs recommandé une procédure standard
pour l’analyse de 16 HAP individuels majeurs dans l’air ambiant après séparation par
CLHP.
Souvent, l’exposition aux HAP est estimée par détermination des concentrations
atmosphériques de BaP étant donné son potentiel cancérogène. Ces mesures
environnementales penTiettent seulement d’estimer la dose inhalée. Toutefois, l’exposition
par la voie cutanée peut être également importante dans certains milieux de travail. Étant
donné que l’absorption par voie cutanée est plus lente que celle par voie respiratoire, cela
influencera les valeurs de certains métabolites urinaires pris comme “mesure de
l’exposition”. D’où le besoin de développer des meilleures stratégies de surveillance
biologique de l’exposition (SBE). Cette dernière, vise à estimer l’exposition interne de
l’organisme, c’est-à-dire la dose effectivement absorbée (en intégrant toutes les voies
d’exposition) et éventuellement la dose aux organes cibles, ce qui dénote son rôle
complémentaire efficace pour l’évaluation du risque pour la santé associé à l’exposition aux
HAP. Évidemment, une bonne stratégie de surveillance biologique, y compris le moment
du prélèvement des fluides biologiques (sang, urine), demande une connaissance
approfondie de la toxicocinétique des produits parents et de leurs métabolites dans
l’organisme. De plus, le développement et la validation des bioindicateurs d’exposition sont
particulièrement importants pour l’évaluation de l’exposition dans des études
épidémiologiques en milieu de travail (Heizow et McLean, 1994; McMichael, 1994; Smith
et Suk, 1994, Jongeneelen, 2001).
613. Les HAP modèles : le benzo(a) pyrène (BaP) et le pyrène (P)
Tel que discuté précédemment, les HAP se trouvent sous forme de mélanges complexes et
parmi eux, le BaP et le P sont les plus étudiés.
1.3.1. Le BaP et ses métabolites
1.3.1.1. Métabolisme et cinétique
Le BaP est un procancérogène qui est retrouvé dans la plupart des mélanges de HAP. Il
exerce son activité cancérogène suite à une activation enzymatique par les mono
oxygénases à fonctions multiples dépendantes du cytochrome P-450 (Phase I). La Phase I
de la biotransformation du BaP entraîne la formation de différents métabolites oxydés
(Angerer et al. 1997) qui sont ensuite transformés en produits conjugués (sulfates ou
glucoronides) dans la Phase II. Parmi les nombreux métabolites du BaP identifiés, tels que
des phénols, des dihydrodiols, des quinones, le (+)-7[3,8Œ-dihydroxy-9Œ,1OŒ-époxy-
7,8,9,1 0-tetrahydrobenzo(a)pyrène (encore appelé (+)-BaPDE-I) est reconnu comme
cancérogène final pouvant se lier de façon covalente à l’ADN et aux autres macromolécules
cellulaires (ARN, protéines) conduisant ainsi à la formation des adduits (Conney et al.,
1994). Une corrélation entre la formation des adduits, plus particulièrement, des adduits à
l’ADN, et l’occurrence du cancer à été démontrée dans les études animales (Poirier et
Beland, 1992) et la mesure de ces adduits a été suggérée comme un outil important dans les
pratiques d’intervention (Santella, 1997).
La distribution du BaP se fait initialement aux tissus adipeux, au foie et aux reins, quelle
que soit la voie d’exposition. Au fur et à mesure du relargage du BaP du tissus adipeux vers
7le sang, celui-ci est rapidement métabolisé principalement par le foie et ces métabolites sont
excrétés préférentiellement dans les fèces et en faible quantité dans l’urine, un fait qui est
lié à leur poids moléculaire élevé, ce qui favorise une excrétion biliaire plus importante
(Camus et al. 1984; Withey et al., 1993).
Parmi les métabolites urinaires majeurs du BaP, le 3-hydroxybenzo(a)pyrène (3-O}BaP) a
été étudié d’une manière plus approfondie autant chez l’animal que chez l’humain
(Bouchard et Viau, 1995; Angerer et al., 1997; Jongeneelen et al., 1985; Jongeneelen et al.,
1986). Néanmoins une différence importante entre l’animal et l’humain est reliée à une
activité hydroxylante du BaP plus faible dans les foies humains que dans ceux de rongeurs
(Selkirk et al., 1983). Dans l’étude de Jongeneelen et al (1986) la proportion du BaP
excrétée sous forme de 3-OHBaP urinaire était plus élevée chez le rat suite à une
application cutanée de goudron de houille que chez les patients psoriasiques exposés à une
dose comparable. Toutefois, le profil détaillé d’excrétion urinaire du 3-OHBaP a été
déterminé chez des rats mâles Sprague-Dawley suite à une administration intrapéritonéale
unique à 31.25tmol de BaP/kg (Bouchard et Viau, 1995). Ces derniers auteurs ont calculé
que 94% de la quantité totale de 3-OHBaP excrétée dans l’urine pendant la période de
collecte de 164 heures ont été éliminés dans les premières 72 heures suivant
l’administration du BaP. Celle lente excrétion indique une augmentation de l’excrétion de 3-
ORBaP urinaire suite à une exposition quatidienne répétée au BaP. Cet effet a été observé
par Jongeneelen et al. (1985) suite à l’exposition des rats Wistar mâles à 10, 20, et 50 jimol
de BaP/kg par jour au cours de 3 jours consécutifs par voies orale et cutanée. Bouchard et
Viau (1995) ont également observé une augmentation progressive de l’excrétion urinaire de
3-OHBaP chez des rats mâles Sprague-Dawley suivant une exposition répétée à des doses
$de 1.25, 6.25 et 31 .25mol de BaP/kg par jour du mardi au vendredi pendant quatre
semaines consécutives, autant dans les échantillons urinaires des lundis que des jeudis.
Concernant les valeurs des lundis, cet effet a été expliqué par une accumulation de la
charge corporelle en BaP ou ses métabolites au cours des semaines de traitement;
concernant les échantillons des jeudis, cet effet a été relié à une induction enzymatique du
BaP et à une augmentation probable de la charge corporelle en BaP ou ses métabolites. Il
est également important d’établir le profil cinétique de 3-OHBaP dans l’urine chez l’animal
suite à l’exposition répétée à des mélanges de RAP et de comparer le pourcentage de la
dose de BaP excrété dans l’urine à celui obtenu dans les fèces sous forme de 3-OHBaP.
7.3.2. Le Pyrène (P) et ses métabolites.
1.3.2.1. Métabolisme et cinétique
Le pyrène est retrouvé en importante proportion (de 1 à 10%) dans la plupart des mélanges
de HAP (Bouchard et Viau, 1999). Le pyrène et ses produits métaboliques n’exhibent pas
de potentiel cancérogène (IARC, 1983). Le pyrène subit l’action de systèmes enzymatiques
dépendant du cytochrome P-450 (Phase I) qui entraîne la formation de phénols,
dihydrodiols et diphénols qui peuvent être conjugués (Phase II) à du glucoronide, à du
sulfate et au glutathion (Boyland et Sim, 1964). Le glucoronide du 1-hydroxypyrène est le
métabolite urinaire majeur du BaP qui a été le plus étudié. Le 1,2-dihydroxy-1,2-
dihydropyrène a été retrouvé dans l’urine humaine en faible quantité (Grimmer et al. 1993).
Le pyrène marqué au ‘4C a été rapidement distribué, métabolisé est éliminé de l’organisme
et le 1 -hydroxypyrène (1-OHP) urinaire est un indicateur fiable de l’exposition systémique
au pyrène. De plus, le 1-OHP urinaire représente une fraction constante du ‘4C total dans
l’urine et dans les fèces (Bouchard et al. 199$).
9La demi-vie de l’excrétion urinaire du L-OHP chez des individus avec une exposition
professionnelle aux HAP a été estimée à 18 heures (Buchet et al.1992). Les demi-vies
individuelles variaient de 6 à 35 heures (Jongeneelen et al., 1990). Boogaard et van Sittert
(1994) ont rapporté une valeur moyenne de demi-vie de 13 heurs chez 16 travailleurs. Ceci
influence donc la stratégie de prélèvement urinaire dans la SBE aux HAP. L’excrétion
totale du 1-OHP urinaire chez l’humain représente moins de 5 % de la dose d’exposition par
voie orale ou par voie cutanée (Viau et al., 1995). Chez l’animal, plus de 90% de la dose du
pyrène excrété sous forme de 1 -ONP dans l’urine est excrétée dans les premières 24 heures
suivant une exposition unique au pyrène (Bouchard et Viau, 1996). Ce fait indique, que
pour une surveillance de routine, des prélèvements urinaires devraient minimalement être
obtenus avant le quart de travail le lundi et après le quart de travail le vendredi lorsque
l’exposition pulmonaire est la voie principale d’exposition aux HAP. D’un autre côté, quand
la voie principale d’exposition aux HAP est la voie cutanée, les prélèvements urinaires
avant le quart du travail de lundi et de vendredi devraient donc être recueillis (Bouchard et
Viau, 1999).
1.4. Biomarqueurs (BM) d’exposition aux HAP- connaissance et
perspectives
14.1. Considérations générales
L’exposition aux HAP pourrait être surveillée par différents biomarqueurs, tels que des
métabolites de HAP dans l’urine, des thioéthers urinaires, la mutagénicité urinaire, des
adduits de HAP aux protéines et à l’ADN. Toutefois, la mutagénicité urinaire ainsi que les
thioéthers urinaires s’avèrent des indicateurs non spécifiques pour l’exposition aux agents
‘o
mutagènes (Jongeneelen, 2001). De plus, ces méthodes manquent de sensibilité dans le cas
d’exposition professionnelle aux HAP et le tabagisme est un facteur confondant majeur
(Clonfero et al. 1989; Ferreira et al., 1994a). En résumé, ces dernières méthodes ne sont pas
utiles pour des applications de routine. Les adduits de HAP aux macromolécules cellulaires
(DNA, protéines) ainsi que des métabolites urinaires de HAP ont été considérés comme
biornarqueurs plus prometteurs d’exposition aux HAP et d’effet biologique (Angerer et al.,
1997). Il va de soi cependant que dans un contexte de milieu de travail seuls des
échantillons d’urine et, à la rigueur, de sang, peuvent être obtenus.
14.2. Des adduits de HAP comme biomarqueurs d’exposition
Les adduits de BaP à l’hémoglobine ont été rapportés comme reflétant l’exposition répétée
au BaP dû au fait que les adduits persistent au cours de la vie biologique de la protéine,
donc, une certaine accumulation des adduits à l’hémoglobine lors de l’exposition est
prévisible, ce qui indique la possibilité de leur utilisation comme biomarqueurs d’exposition
répétée au BaP (aux HAP) (Viau et Carrier, 1995). Toutefois, dans la population humaine
sans exposition professionnelle aux HAP, il est très difficile de mesurer la concentration de
ces adduits dans le sang étant donné que cette concentration est très faible et souvent près
de la limite de détection de la méthode analytique. Néanmoins, il manque des données
suffisantes sur l’utilité des adduits à l’hémoglobine dans la surveillance biologique de
l’exposition et les premières études avec des travailleurs exposés se sont révélées d’une
utilité limitée (Ferreira et al., 1994b). Des efforts majeurs ont été dirigés vers la
détermination des adduits de HAP à l’ADN comme indicateur principal du dommage
génétique potentiel causé par l’exposition aux HAP autant dans les études humaines que
dans les études animales (Lewtas et al.1993; Winker et al., 1995). Les globules blancs ont
été utilisés comme cible ADN de substitution (Schoket, et al.1995; Schoket, 1999; Schoket
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et al. 1999). Toutefois, une relation claire et définitive entre l’exposition aux RAP et les
adduits HAP-ADN n’a pas encore été établie (Jongeneelen, 2001). Dans deux études
récentes les adduits aux lipides (aux triglycérides) provenant de métabolites du BaP ont été
suggérés comme biomarqueurs d’intérêt potentiel dans la SBE et l’évaluation du risque dû à
leur formation relié à la dose d’exposition, d’une part, et de petites quantités d’échantillons
biologiques nécessaires pour effectuer des analyses, d’autre part (Kwack et Lee, 2000; Park
et al., 2002). Néanmoins, il manque de données suffisantes dans cette direction et les
protocoles expérimentaux sont exigeants.
Toutefois, il est important d’examiner la formation des adduits de RAP aux protéines
tissulaires dans les organes cibles de cancérogénicité suivant une exposition répétée à ces
substances. Étant donné l’abondance des protéines dans les cellules et la possibilité de
l’accumulation des adduits au cours du temps et puisque les travailleurs sont exposés aux
RAP chroniquement, les adduits de HAP aux protéines tissulaires pounaient servir dans un
cadre expérimental animal comme mesure de la toxicité au niveau cellulaire et aussi
comme une mesure indirecte de la génotoxicité des mélanges de RAP.
1.43. Des métabolîtes urinaires de HAP comme biomarqueurs
d’exposition
En fait, la plupart des études scientifiques chez l’humain sont dirigées vers le
développement et la validation d’autres indicateurs de l’exposition aux HAP qui se révèlent
plus intéressants. Il s’agit de la mesure de certains métabotites hydroxylés de HAP dans
l’urine tels que le 1-OHP, le 3-OHBaP, 3-hydroxybenz(a)anthracène, des phénanthrènes
hydroxylés, etc (Jongeneelen et al.1985; Boogaard and van Sittert, 1994; Levin, 1995;
Popp et al., 1997;Gundel et al., 1996; Gundel et al.,2000). Toutefois, la majorité des études
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portent sur l’importance et l’utilité du I -OHP urinaire comme bioindicateur dans la SBE aux
HAP et la plus grande partie de la présente revue des connaissances y sera consacrée.
Néanmoins, le pyrène ne contribue pas à la cancérogénicité des mélanges complexes de
HAP indiquant la nécessité d’étudier des métabolites d’autres HAP, tels que le BaP et le
benzo(a)anthracène (BaA) ayant un potentiel cancérogène important, comme
“biomarqueurs” d’exposition aux HAP. Un tel métabolite urinaire du BaP d’importance
prioritaire est le 3-ONBaP. Bien que ce dernier semble être plus utile pour estimer
l’exposition humaine aux HAP, étant donné le potentiel cancérogène du BaP, il est excrété
dans l’urine en quantité beaucoup plus faible que celle du 1-OHP urinaire, ce qui entraîne
des problèmes analytiques au niveau de sa quantification dans l’urine humaine associés au
manque de sensibilité suffisante des méthodes analytiques courantes. (Ariese et al.1 994,
Grimmer et al. 1997). Récemment, une approche originale possédant la sensibilité requise
pour le travail de routine a été décrite dans la littérature (Simon et al., 2000).
Dans plusieurs études humaines la corrélation entre différents biomarqueurs (BM)
d’exposition aux HAP a été examinée et des données contradictoires ont été rapportées.
Cependant, une relation significative entre 1-OHP urinaire et 3-OHBaP urinaire a été
établie chez des patients souffrant d’eczéma et qui ont été traités avec des crèmes contenant
du goudron (Jongeneelen et aI, 1986), d’une part, et entre 1-OHP urinaire et
3-hydroxybenzo(a)anthracène (3-OHBaA) chez des travailleurs d’une usine de production
de briques réfractaires (Gundel et aI, 2000). Ceci indique qu’en plus de 1-ONP urinaire, le
3-OHBaA pourrait être utilisé comme bioindicateur de la dose interne de RAP. De plus,
c’est un métabolite d’un HAP carcinogène excrété en assez grande quantité dans l’urine des
individus exposés dans leur milieu de travail aux HAP et il est également mesuré chez des
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individus non exposés professionnellement aux HAP (Whiton et ai, 1995). Toutefois des
études supplémentaires sur le profil toxicocinétique de ce métabolite ainsi que des études
sur la corrélation de ceci avec d’autres bioindicateurs d’exposition aux HAP d’intérêt
particulier en SBE sont nécessaires. Une revue récente portant sur les biomarqueurs
d’exposition aux RAP a suggérée le L-OHP urinaire comme la mesure actuellement la plus
utile pour estimer l’exposition individuelle aux HAP (Dor et al., 1999).
1.4.4. Le 1-OHP urinaire dans la SBE - utilité et limites
Le 1-OHP urinaire a été suggéré comme biomarqueur d’exposition globale aux RAP
(Jongeneelen et ai, 198fr 1987). Étant donné que la méthode d’analyse dans l’urine est
simple et sensible cette méthode a été recommandée pour la SBE aux RAP. Toutefois, la
proportion relative du pyrène dans les mélanges complexes de RAP varie dans les
différents milieux de travail, ceci indique donc qu’un seul indice biologique de l’exposition
(ifiE) du 1 -OHP urinaire ne peut pas être valide pour tous les milieux de travail. En effet,
pour une proportion donnée de pyrêne, la toxicité de divers mélanges peut être très variable.
De plus, il manque d’informations sur la relation “dose-réponse” entre le 1-OHP urinaire et
la mortalité, dérivée des études épidémiologiques (Jongeneelen, 2001).
1.4.4.1. Corrélation entre le 1-OIIP urinaire et les concentrations de HAP totaux
dans divers média
Plusieurs études ont était réalisées afin d’établir la relation entre le 1-OHP urinaire et les
concentrations de HAP dans l’air des milieux de travail, exprimées sous forme de matières
solubles dans le benzène (MSB), de HAP totaux ou de RAP individuels tels que le BaP et
le P (Kuljukka et al., 199fr Tolos et al., 1990, Zhao et al., 1990,1992). Une bonne
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corrélation linéaire a été rapportée pour différents milieux de travail ceci indiquant l’utilité
du 1 -OHP comme biomarqueur d’exposition aux HAP.
1.4.4.2. Relation entre le 1-OKP urinaire et des effets biologiques
Afin d’utiliser le 1-OHP urinaire pour estimer le risque associé à l’exposition humaine aux
HAP une relation quantitative entre les niveaux de ce biomarqueur d’exposition et les effets
toxiques reliés aux HAP devrait donc être établie. Des études épidémiologiques de type
“cas-témoins’ et de “cohorte” ont été effectuées afin d’examiner la relation entre
l’exposition environnementale aux HAP et l’incidence de maladie, plus particulièrement, le
cancer du poumon et de la peau (Lindstedt et Sollenberg, 1982; Armstrong et al., 1994;
Partanen et Boffetta, 1994; Ronneberg et Andersen, 1995). Néanmoins, il manque d’études
d’épidémiologie moléculaire dirigées vers l’établissement d’une relation entre le 1-01-W
urinaire et la maladie. Toutefois, la relation entre l’excrétion du 1-01-W urinaire et des effets
génotoxiques précoces tels que les cellules de haute fréquence (CHF), échanges de
chromatides soeurs (ECS) a été étudiée chez l’humain.
Plusieurs auteurs ont examiné la corrélation entre l’excrétion urinaire de 1 -OHP et la dose
efficace à des organes cibles par mesure des adduits formés des métabolites électrophiles de
HAP et l’ADN dans les cellules de globules blancs, ou au niveau des protéines sanguines
(hémoglobine et albumine) comme mesure de substitution pour la dose aux tissus cibles.
Dans ce but, un ou deux prélèvements urinaires ponctuels ont été faits dans ces études
(Hemrninki et al., 1994, 1997, Tas et al., 1994, Buchet et al., 1995, Clonfero et al., 1995).
Une corrélation positive significative entre le 1-OHP urinaire et les CHF ou EC$ dans les
lymphocytes sanguins a été établie pour les travailleurs dans les usines de production
d’électrodes de carbone (Buchet et al., 1995) et pour les travailleurs des fours à coke à des
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bas niveaux d’exposition (Vanhummelen et al., 1993). Une corrélation a été également
rapporté entre les niveaux des adduits à l’ADN dans les cellules de globules blancs et
l’excrétion urinaire de 1-OHP dans les prélèvements à la fin du quart de travail pour les
travailleurs des fonderies (Hemminki et al., 1997) et des cokeries (Kuljukka et al., 1998).
Van Shooten et al. (1995) ont observé une corrélation significative entre les niveaux
moyens des adduits de HAP à l’ADN et la concentration urinaire du 1 -OHP à la fin du
dernier quart de travail de la semaine pour les travailleurs fumeurs des usines de production
d’aluminium. Pourtant, cette relation n’était pas significative pour les non-fumeurs. Ces
derniers auteurs ont relié les niveaux plus élevés des adduits de HAP à l’ADN chez les
fumeurs à l’absorption des mélanges de HAP lors de la consommation de cigarettes. Ces
mélanges contiennent des composantes pouvant influencer les cheminements métaboliques
reliés à la formation des métabolites électrophiles pouvant se lier à l’ADN. Par contre,
Ovrebo et al. (1994) ont observé un manque de corrélation entre les niveaux des adduits de
HAP à l’ADN et l’excrétion urinaire du 1-OHP chez les travailleurs d’un usine de
production d’électrodes. Cependant, ils ont noté que l’excrétion urinaire du 1-OHP reflète
l’exposition récente alors que les adduits de HAP à l’ADN sont plus persistants et reflètent
donc l’exposition moyenne pour une certaine période de temps. Toutefois, la différence
individuelle dans l’absorption, le métabolisme et l’excrétion ainsi que les niveaux de HAP
dans l’air du milieu de travail sont des facteurs Importants pouvant influencer la formation
des adduits et les niveaux d’excrétion du I -OHP urinaire. Cela indique la nécessité d’étudier
de manière plus détaillée, chez l’animal, la relation entre l’exposition répétée à divers
mélanges de RAP et la formation des adduits aux macromolécules cellulaires d’une part, et
la corrélation entre ces derniers et les niveaux du 1-OHP dans l’urine ou les niveaux
urinaires d’autres métabolites de HAP avec utilité potentielle dans la SBE, d’autre part.
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1.4.4.3. Seuils repères de 1-OHP urinaire comme biomarqueur d’exposition
professionnelle aux HÀP
Récemment, Jongeneelen (2001) a fait une proposïtion pour trois seuils repères de 1-OHP
urinaire à partir de plusieurs études portant sur l’excrétion urinaire du 1-OHP chez des
individus sans exposition professionnelle aux HAP, d’une part, (Jongeneelen et al., 1994,
Vanrooij et al., 1994; Gundel et al., 1996) chez des travailleurs exposés dans leur milieu de
travail aux HAP où une relation entre excrétion urinaire du 1 -OHP et des effets
génotoxiques a été examinée, d’autre part (Buchet et al, 1995; Popp et al., 1997; Van
Schooten et al., 1995), et également à partir d’études dans lesquelles certaines
recommandations pour des valeurs limites du 1-OHP dans l’urine correspondantes à des
valeurs d’exposition moyennes pondérées (VEIVWs) en vigueur ont été faites (Jongeneelen
et al,1990,1992; Vanrooij et al. 1993; Kuljukka et al., 1996; Ny et al., 1993). En résumé,
les concentrations les plus basses du 1-OHP urinaire exprimées comme 9S centile chez des
individus sans exposition professionnelle ont été utilisées pour proposer le premier niveau
seuil repère, soit 0.24 llmol.moÏ’ créatinine pour non-fumeurs et 0.76 p.mol.mol’
créatinine pour fumeurs. Le niveau le plus bas du 1 -OHP urinaire pour lequel aucun effet
génotoxique chez des travailleurs exposés a été observé, soit 1.4 !Imol.moF’ créatinine était
proposé pour le second niveau seuil repère. La corrélation entre les concentrations de HAP
dans l’air du milieu de travail exprimés comme brai de goudron de houille et la
concentration de 1-ORP dans l’urine à la fin du dernier quart de travail de la semaine a été
utilisée pour estimer le niveau du 1-OHP urinaire correspondant à la VEMP de 0.2 mg.ni3
brai de goudron de houille, et pour déterminer le troisième niveau seuil repère, soit 2.3
!.m-iol.mo[’ créatinine pour les travailleurs des fours à coke et 4.9 pinol.moF’ créatinine
pour les travailleurs dans les usine de production d’aluminium utilisant le procédé
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Soderberg (4.3 imol.moF’ créatinine correspondant à l’augmentation maximale de
l’excrétion du 1-OHP au cours de la semaine de travail, 0.6 tmol.mol’ créatinine
correspondant au niveau urinaire avant le quart de travail de la semaine). Pour d’autres
milieux d’exposition professionnelle aux HAP il manque de données suffisantes pour
pouvoir proposer des valeurs limites du 1-OHP dans l’urine assurant la protection de la
santé humaine.
Étant donné que le troisième niveau seuil repère proposé pour les travailleurs dans les
usines de production d’aluminium (Jongeneelen , 2001), coïncide avec la valeur pour
I -OHP urinaire calculé par la méthodologie de Bouchard et Viau (1999) à partir des ratios
de concentrations de pyrène et concentrations de HAP cancérogènes dans l’air du milieu de
travail exprimées en équivalent benzo(a)pyrène, cette méthodologie pourrait donc servir
comme une nouvelle approche pour déterminer les ifiEs pour 1-OHP, soit pour déterminer
le troisième niveau seuil repère pour les autres milieux de travail pour lesquels l’exposition
aux HAP se fait surtout par inhalation.
1.4.4.4. Méthodologie pour établir des indices biologiques d’exposition (IBE)
de 1-OIIP urinaire
Kuljukka et al. (1996) ont observé des corrélations significatives entre le 1-OHP urinaire et
le BaP ou le P dans l’air du milieu de travail chez des travailleurs des fours à coke
suggérant que le 1-OHP urinaire puisse être utilisé comme biomarqueur d’exposition aux
HAP cancérogènes. Cependant, une utilisation optimale de ce métabolite dans ce secteur
industriel impliquerait que le ratio entre le P et les HAP cancérogènes reste constant au
cours du temps. D’autres études dans les milieux de travail ont également mis en évidence
une bonne corrélation entre le 1-OHP urinaire et l’exposition aux HAP (Buchet et al. 1992;
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Jongeneeien et al. 1990; Ny et aI, 1993). À partir des résultats obtenus de ces études,
Bouchard et Viau (1999) ont proposé une équation simple pour déterminer un 113E pour le
1-OHP urinaire pour un milieu d’exposition donné (#2) se basant sur un autre 113E déjà
validé pour autre milieu de travail (#1) et sur les concentrations de RAP cancérogènes dans
les deux milieux de travail exprimées en équivalent BaP:
f[BaFeq],
t [i1B2) = IBEl) X f 3aFeq]2
L [F12
où, les fflE1.2 sont les 113E du l-OHP urinaire pour les milieux de travail 1 et 2
respectivement; [BaPec1J 1.2 sont les sommes des concentrations de RAP cancérogènes
exprimées en équivalent BaP, et [P]1.2 sont les concentrations de P dans l’air de milieu de
travail 1 et 2. Évidemment, cette approche pourrait être utilisée lorsque l’exposition se fait
surtout par inhalation et qu’on peut négliger la contribution de l’apport cutané à l’excrétion
de 1-OHP.
t5. La problématique des mélanges de HAP
Étant donné que le milieu de travail s’avère la source principale d’exposition aux HAP, étant
donné que les HAP y sont présents sous forme de mélanges complexes, on peut supposer
une influence possible de l’exposition à plusieurs HAP sur l’excrétion urinaire des
métabolites d’un HAP spécifique aussi bien que sur la formation des adduits aux
macromolécules cellulaires provenant d’un HAP donné. Il est bien certain, que les HAP
subissent l’action d’un groupe d’enzymes appelées les mono-oxygénases à fonctions
multiples, celles-ci regroupant les isoenzymes du cytochrome P-450. Conney et al. (1994)
ont observé que le BaP, le 3-méthylcholantrène et le 7,12-diméthylbenz(a)anthracène
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(DMEA) induisaient l’activité BaP hydroxylase, c’est-à-dire le système enzymatique
métabolisant le BaP en produits phénoliques fluorescents alors que le pyrène et l’anthracène
n’avaient aucun effet sur son activité. Ceci indique que la présence de certains HAP dans un
mélange peut conduire à un effet sur le métabolisme d’autres membres de cette même
famille de composés dans le mélange. Un tel effet a été observé par Jacob et al (1982) dans
des études in vitro avec des microsomes de foies de rats. Une induction du métabolisme du
pyrène par le BaP suite à l’exposition concomitante a été démontrée dans cette étude. Dans
une autre étude plus récente, Bouchard et al. (199$) ont examiné l’effet de l’exposition à des
mélanges binaires (BaP et pyrène) et ternaires (naphtalène, BaP et pyrène) de HAP sur
l’excrétion urinaire du 1-OHP chez le rat et ont observé que la présence de naphtalène à
toutes les doses utilisées dans cette étude et/ou BaP à faibles doses (0.5 j.tmol/kg)
n’influencent pas l’excrétion globale de 1 -OHP dans l’urine. Par contre, une augmentation
significative du pourcentage de la dose de pyrène excrétée dans l’urine sous forme de 1-
OHP a été observée à des doses élevées de BaP dans les mélanges binaires et ternaires
considérés. Cet effet a été expliqué par une induction du métabolisme du pyrène par le BaP
suite à des expositions concomitantes à ces mélanges de HAP à fortes doses. Cependant, cet
effet est peu probable dans des conditions réelles d’exposition professionnelle où les doses
d’exposition aux HAP sont beaucoup plus faibles que dans l’expérience discutée. De plus, il
reste à clarifier plusieurs interrogations concernant l’exposition aux mélanges de HAP et les
interférences toxicocinétiques possibles ainsi que les effets biologiques qui y sont associés.
Il est important de mentionner que la plupart des études expérimentales portant sur les
mélanges de HAP et sur l’excrétion urinaire de métabolites de HAP spécifiques sont
limitées exclusivement à des expositions à la créosote ou au goudron de houille chez
l’animal ou l’humain. Dans une étude récente portant sur l’exposition subchronique de rats
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mâles Sprague-Dawley au pyrène seul (0.046 mg/kg/jour) et aux mélanges complexes de
RAP (contenant de 0.046, 0.15 et 0.46 mg pyrène!kg/jour), Bouchard et al. (2002) ont
observé une augmentation progressive de l’excrétion du 1-ORP urinaire quelle que soit la
dose d’administration de pyrène ou de mélanges de HAP. Cet effet a été relié à une
libération, au cours de temps, du pyrène accumulé dans des compartiments de stockage ou à
la circulation entéro-hépatique du 1-OHP ou d’autres métabolites du pyrène. Toutefois, il
existe un intérêt scientifique croissant sur la voie cutanée d’exposition aux HAP qui s’avère
importante à étudier étant donné les effets locaux sur la peau, d’une part, et les effets
systémiques, d’autre part, qui y sont associés. Par exemple, Schoket et al. (1988) ont
observé la formation d’adduits de HAP à l’ADN dans le poumon suite à une application
cutanée de produits du goudron et du bitume chez la souris. Le risque de cancer du
poumon suivant l’exposition cutanée aux mélanges de RAP devrait donc être considéré.
Une autre étude représentative est celle de Jongeneelen et al. (1986) qui porte sur
l’exposition des rats au goudron de houille par la voie cutanée et qui a démontré une
absence d’influence d’autres RAP contenus dans le mélange sur la quantité de 3-OHBaP et
1-OHP excrétée dans l’urine. Autrement dit, l’excrétion urinaire de ces métabolites
augmentait de façon proportionnelle à la dose de P administrée. Par ailleurs, certains
auteurs ont étudié l’excrétion urinaire du 1-OFIP chez des patients psoriasiques suite à une
application cutanée de goudron de houille pur ou d’onguent à base de goudron de houille et
ont observé une augmentation du 1-OHP suivant le traitement (Clonfero et al. 1989;
Hansen et al. 1993, Jongeneelen et al. 1985) ainsi que durant le traitement (Jongeneelen et
al 1986). Il est important de mentionner que ces dernières études ne permettent pas de
comprendre les mécanismes d’interactions entres les composants du mélange car elles n’ont
pas été réalisées en conjonction avec des études portant sur des composés individuels ou sur
des mélanges plus simples. L’influence d’un HAP sur la biotransformation d’un autre ou
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d’autres HAP, ainsi que l’effet de l’administration du mélange par rapport à l’administration
des composés individuels sur les niveaux d’excrétion de certains métabolites d’intérêt n’a
pas été mis en évidence. Dans une autre étude, (Viau et al., 1995) ont comparé le profil
cinétique et la valeur de demi-vie d’élimination du 1-OHP urinaire obtenue chez les
volontaires exposés à la créosote et chez un patient psoriasique par rapport à des volontaires
exposés au pyrène seul. Ils ont observé que le profil d’excrétion du 1-OHP, en général,
n’est pas influencé par une exposition concomitante à d’autres HAP aux concentrations
contenues dans la créosote ou dans le shampooing à base de goudron.
Il reste toutefois intéressant d’examiner une influence possible sur l’excrétion urinaire du
1-ONP en fonction de la composition particulière des mélanges différents de HAP. Il est
important d’effectuer des études animales avec des doses de mélanges de HAP
représentatives des différents milieux de travail dans différents scénarios d’exposition, y
compris aiguê, subchronique et chronique afin d’examiner les réponses du système
biologique (formation des adduits particulaires à l’ADN ou aux protéines tissulaires,
excrétion de certains métabolites de HAP d’importance prioritaire en surveillance
biologique de l’exposition etc.) ce qui permettra de développer de meilleurs indices
biologiques d’exposition et ce qui permettra d’estimer plus précisément le risque pour la
santé humaine.
1.6. Problématique du projet de recherche
1.6.1. Problématique générale
Le développement et la validation des bioindicateurs d’exposition aux HAP dans des études
épidémiologiques et dans l’analyse du risque associé à l’exposition à ces contaminants
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environnementaux sont panni les problèmes prioritaires en toxicologie industrielle et en
santé au travail. Étant donné l’abondance du pyrène dans la plupart des mélanges de HAP
rencontrés, étant donné la facilité de mesurer son métabolite majeur, soit le 1-OHP, dans
l’urine animale et humaine, étant donné que son excrétion est corrélée avec l’intensité de
l’exposition, ce métabolite a été suggéré comme bioindicateur de l’exposition aux HAP
totaux. Présentement, des efforts scientifiques sont dirigés également vers la validation du
1-OHP urinaire comme biomarqueur corrélé à des effets biologiques (c.-à-d. génotoxicité
des HAP). Néanmoins, il n’y a que deux milieux de travail pour lesquels des indices
biologiques d’exposition (ffiE) pour l-OHP ont été proposés : pour les travailleurs des fours
à coke (2.3 j.tmol 1-OHP•moF1 créatinine) et ceux des usines de production d’aluminium
utilisant le procédé Soderberg (4.9 tmol -OHPmol’ créatinine). Pour les autres milieux
d’exposition aux HAP, il manque des données permettant d’établir des indices biologiques
d’exposition pour le I-01-W. Dans ce but, nous avons développé dans notre laboratoire une
nouvelle approche, qui pourrait être caractérisée comme “flexible” et “raisonnable”, tenant
compte des mesures environnementales et biologiques et qui permettra d’établir facilement
les valeurs des IBE correspondant à un milieu donné d’exposition aux HAP. Cette nouvelle
approche de détermination des ifiE pour le 1 -OHP devrait donc être validée dans un
modèle animal.
De plus, le BaP est le composant des mélanges complexes de HAP le plus souvent utilisé
comme “modèle” pour étudier la cancérogénicité des HAP chez l’animal. Les métabolites
urinaires du BaP, bien que facilement mesurables chez l’animal, ne sont toutefois pas
quantifiés aisément chez l’humain avec les méthodes analytiques courantes. Il est donc
nécessaire de procéder au développement et à la mise au point de méthodes plus sensibles
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que celles utilisées présentement, d’une part, et de développer et valider d’autres
bioindicateurs corrélés aux effets biologiques, d’autre part. Ceci permettra d’estimer plus
précisément la toxicité au niveau cellulaire (y compris la formation des adduits entre les
cancérogènes ultimes provenant de HAP et macromolécules cellulaires), et ensuite
d’analyser et de gérer le risque associé.
1.6.2. Problématiques spécifiques
1.6.2.1. Absence de données concernant la formation des adduits aux protéines
tissulaires suite à l’exposition répétée à des mélanges de HAP chez l’animal
La plupart des études expérimentales portent sur une exposition unique au BaP seul par
différentes voies d’exposition et la mesure des adduits à l’ADN ou aux protéines sanguines
(hémoglobine ou albumine). Cependant, il existe des données sur l’exposition répétée au
BaP par la quantification des adduits à l’hémoglobine ou à l’albumine. Par contre, il n’existe
que des données limitées sur la formation des adduits aux protéines tissulaires dans les
organes cibles et non cibles suite à l’exposition unique au BaP seul. Une distribution
similaire des adduits de BaPDE aux protéines autant dans les organes cibles que non-cibles
a été observée. Il est donc essentiel d’étudier cette distribution dans le contexte de
l’exposition répétée aux mélanges de HAP (BaP + P dans cette étude) où une inteiférence
métabolique pourrait entraîner une augmentation ou une diminution de la quantité des
adduits d’un HAP donné par rapport aux résultats obtenus avec le BaP seul. Ceci
influencerait la charge électrophile tissulaire (CET) formée lors de l’exposition et qui, de
son côté, pourrait refléter la génotoxicité des mélanges complexes de RAP.
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1.6.2.2. Vérification expérimentale d’une méthodologie de l’ajustement de la valeur
de référence du 1-ORP urinaire dans l’exposition à divers mélanges de RAP.
Tel que discuté précédemment, le 1-OI-IP urinaire est le seul métabolite urinaire de HAP
dont la mesure dans l’urine humaine est utilisée comme biomarqueur d’exposition globale
aux HAP. Toutefois, un seul 113E pour 1-OHP ne peut pas être utilisé dans tous les milieux
d’exposition professionnelle dont les profils de HAP varient remarquablement. Pour cette
raison, un simple algorithme a été développé dans notre laboratoire qui permet d’ajuster les
IRE d’un environnement professionnel à un autre à partir des profils rapportés des HAP et
de la proportionnalité entre la quantité du 1 -OHP urinaire et la dose d’exposition du pyrène
même quand ce dernier est administré en mélange avec d’autres HAP. On tente de vérifier
cet algorithme en déterminant les niveaux du 1-OHP urinaire correspondant à des seuils
donnés de charge électrophile tissulaire (CET) pour quelques tissus choisis.
1.6.2.3. Insuffisance de données quantitatives sur l’influence de l’exposition répétée
à des mélanges de HÀP sur l’excrétion urinaire et fécale du 1-OHP et
3-OHBaP
Étant donné que le 1-ONP urinaire est utilisé comme bioindicateur de l’exposition globale
aux HAP, étant donné qu’une certaine quantité du 1-OHP est excrétée dans les fèces, il
apparaît intéressant d’établir, à partir du modèle animal, la proportion de la dose de pyrène
administrée, éliminée sous forme du 1.-OHP par voie biliaire et fécale en comparaison avec
celle qui est éliminée dans l’urine suite à l’exposition répétée à des mélanges de HAP. De
plus, des expériences animales ont montré qu’une certaine proportion de la dose initiale de
pyrène semblait être éliminée par la voie biliaire et fécale. Il est bien connu que les
métabolites du BaP, tels que le 3-OFIRaP, sont éliminés principalement dans les fèces et en
25
faible quantité dans l’urine, il importe donc d’établir l’effet de l’exposition aux mélanges de
HAP et les doses des mélanges de RAP sur la quantité excrétée du 3-OHBaP dans l’urine et
dans les fèces ainsi que sur le ratio 3-OHBaP fécale vs 3-OHBaP urinaire. Autrement dit, il
est nécessaire de déterminer l’importance relative de l’excrétion fécale et urinaire de 1 -OHP
et 3-OHEaP en fonction de la dose binaire (BaP+P) pour une voie d’exposition donnée (la
voie intrapéritonéale dans la présente étude). De plus, le transport biliaire est toutefois un
processus saturable qui est susceptible d’être sujet à de l’inhibition compétitive. Étant donné
que la plupart des RAP formeront des métabolites mono-hydroxylés, une inhibition
compétitive du transport biliaire des conjugués du 1 -O}IP à cause de la présence d’autre
conjugués d’un autre RAP (ou d’autres HAP) est possible. Cette inhibition entraînerait une
plus grande élimination de ces derniers (des conjugués du l-ORP) par voie urinaire pour
une même dose d’exposition au pyrène.
1.7. Objectifs de recherche
1.7.1. Objectif général
L’objectif général de ce projet de recherche sera donc de vérifier notre hypothèse principale
que le 1-OHP urinaire peut servir comme bioindicateur de la dose interne de HAP ainsi que
comme mesure corrélée à la charge électrophile tissulaire (CET) dans les organes cibles
pour la cancérogénicité. La CET, soit les adduits aux protéines tissulaires, a été prise
comme mesure de toxicité étant donné les limites instrumentales de détection et
l’impossibilité de quantifier spécifiquement les adduits à l’ADN pouvant servir comme
mesure directe de la génotoxicité. Cela permettrait d’attribuer au 1-OHP le rôle du
bioindicateur relié à l’effet biologique des mélanges complexes de HAP. Le modèle du rat a
été choisi étant donnée la similarité entre la physiologie humaine et celle du rat afin
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d’étudier la relation entre la CET et l’excrétion urinaire et fécale du 1-OHP et 3-OHBaP
dans le but d’examiner la corrélation entre différents biomarqueurs d’exposition aux HAP
pour trois différents scénarios d’exposition correspondant à différents ratios BaP/P. La voie
intra-péritonéale a été choisie afin de s’affranchir des problèmes de solubilité des HAP sur
toute la plage des doses utilisées. Les HAP sont en effet des substances lipophiles qui se
solubilisent mal dans des solvants pouvant être injectés en IV. Cette démarche permettra
de vérifier une méthodologie qui a été développée dans notre laboratoire pour établir les
LBE pour 1-OHP urinaire et qui ensuite pourrait être appliquée pour la surveillance
biologique de l’exposition aux HAP et donc contribuerait à une meilleure évaluation du
risque posé par l’exposition à ces contaminants environnementaux.
1.7.2. Objectifs spécifiques
1) Examiner l’effet de l’exposition répétée à des mélanges binaires de HAP sur la
formation de la CET dans quelques tissus d’intérêt prioritaire (Article 1).
2) Déterminer la corrélation entre la CET et le 1 -OHP urinaire ou d’autre biornarqueurs
d’exposition aux HAP afin, d’une part, de vérifier un algorithme avec utilité potentielle
dans la surveillance biologique de l’exposition aux HAP et, d’autre part, de comparer et
discuter, en général, l’utilité potentielle des différents biomarqueurs d’exposition aux
HAP. L’influence de l’exposition répétée à des mélanges de HAP sur l’excrétion urinaire
et fécale du 1-OHP et 3-OHBaP a été également étudiée afin d’approfondir notre
connaissance sur les interférences toxicocinétiques possibles suivant l’exposition aux
mélanges de HAP (Article 2).
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The aim of this study was to investigate the ETB (electrophilic tissue burden) formation,
assessed as covalent binding of the ultimate carcinogen benzo(a)pyrene diolepoxide
(BaPDE) with cellular proteins, in liver, lung and heart, as well as with haemogiobin (Hb)
following repeated exposure to binay mixtures of benzo(a)pyrene (BaP) and Pyrene (P).
Male Sprague-Dawley rats were administered intraperitoneally (I.P), once daily for 10
consecutive days, binai’,’ mixtures of BaP and P in three different exposure scenarios
corresponding to BaP/P ratios = 0.2, 1 and 5 and with three constant doses ofBaP (2, 6 and
20 mg/kg) for each scenario. The ETB levels were rneasured as the ultimate analyte
benzo(a)pyrene tetrol (BaPTeT) obtained after mild acid hydrolysis of BaPDE-adducts with
proteins. HPLC/fluorescence technique was used to quantify the analyte. Similar ETB
levels (within a factor of 4) were observed in ail tissues studied at any given binary dose.
However, ETB generally tended to be sornewhat higher in metabolically active tissues (i.e
liver, lung) than in metaboiically non-active tissues (i.e. heart, haemoglobin). Lack of
influence of pyrene onto ETB leveis in ail tissues was confirmed over the binary dose range
examined. Linear BaP-dose-dependent ETB formation in ail tissues (at P0.05) was
observed. Linear regressions were found for ah between-tissue relationships of ETB over
the exposure doses with best hinear correlations obtained for “ETB in Heart vs Hb”
(R2=0.709; P<0.0001) and ‘ETB in Lung vs Hb’ (R20.507; P<0.0001). Thus it has been
suggested that BaPDE-Hb adducts could serve as a surrogate of the ETB in target for
carcinogenicity tissues such as lung. The results obtained in this study indicate the rohe of
the ETB as a promising molecular biomarker indicative for the potential cellular damage
resulting from intraceilular covalent binding in animai studies.
Key words: benzo(a)pyrene, benzo(a)pyrene diolepoxyde, polycyclic aromatic




Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), ubiquitous pollutants in many different work
environments, have been associated with an increased risk of contracting lung, urinary
tract, brain and skin cancers among the exposed occupational population (Hammond et al.
1976; IARC 1983; Hansen 1989a; Hansen 1989b). However, among the PAHs encountered
in work environments, 16 have been classified by US Environmental Protection Agency
and MOSH as priority pollutants, based on their relative abundance and toxicological
profiles (US EPA 1979), and two of them - benzo(a)pyrene (BaP) and pyrene (P) — have
been most extensively studied. The etiology of PAH toxicity is complex given the
following: (i) PAHs are metabolically activated by Phase I enzymes to electrophilic
intermediates that bind covalently to DNA, RNA and proteins; (ii) PARs are
biotransformed in water soluble derivatives by both Phase I and Phase II enzymes; (iii)
PANs induce nurnerous enzymes of CYT P 450 group via the aryl hydrocarbon receptor
(AhR) signalling pathway; (iv) PANs goveming CYT P 450 induction could produce an
imbalance between detoxification and activation leading to activation of carcinogenicity
(Hall and Grover 1990; Hankinson 1995; Witlock 1999; Delescluse et al. 2000).
Consequently, many aspects concerning possible antagonism or synergisrn between the
components ofthe complex mixtures PAHs are stiil to be clarified.
Since human target tissues for carcinogenicity are not readily accessible for monitoring
PAH-DNA adducts formation, considered as direct measure of PAN genotoxicity, research
efforts are directed to examine other “biological structures”, such as white blood ceils,
haemoglobin, alburnin, lipids etc. as surrogate markers of exposed DNA (Osterman-Goikar
et al. 1976; Bjelogrlic and Vahakangas 1991; Godschalk et al. 2000; Park et al. 2002).
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Animal models for studying the rel jable “surrogates” as well as the conetation between
different “surrogates” have been contributing to elucidate the formation, persistence of
carcinogenic PAR adducts with DNA and/or proteins in recent vs chronic exposure
scenarios (Swenberg and Fenneil 1987; Viau and Carrier 1995; Viau et al. 1993).
Consequently biological monitoring and biochemical effect monitoring of PAN exposure
have been continuously developing as an etiologically important step in assessing exposure
and cancer risk (Angerer et al. 1997).
Many previous studies have been directed to determine and compare the levels of PAR
rnetabolite-DNA adducts in target and non-target tissues and similar adduct levels have
been reported in different tissues from a given animal regardless of the tissue vulnerability
to PAH-induced carcinogenesis or the CYT P 450 dependent metabolic capacity of the
tissue (Eastman et al. 1978; Pereira et al 1979; Adriaenssens et al. 1983). Given their
abundance, cellular proteins can act as nucleophilic sink towards electrophiles.
Determination of tissue protein adducts could thus serve as a measurement ofelectrophilic
tissue burden (ETB). Binding of BaP metabolites to target and non-target tissue proteins
have also been studied, following single administration of the toxic agent (acute exposure
scenario) as a measure of total reactive metabolites in these tissue and even greater tissue
to-tissue variation in protein binding levels than that of DNA binding levels was reported
(Stowers and Anderson 1984). However, in their work environments, workers are exposed
repeatedly to BaP as well as to other PARs could influence adduct formation in target
tissues due to metabolic interference and/or adduct accumulation and persistence with the
time course. The latter could reflect the carcinogenicity in target tissues.
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Therefore, given the importance of understanding and “interpreting” complex mixture PAH
derived toxicity, in context of repeated (chronic) exposure, we have chosen in the present
study, as a mode! system of PAHs, a binary mixture of PAHs (BaP and P) adrninistered
repeatedly in a rat model. More speciflcally, our aim was: (i) to establish the re!ationship
between the “bio!ogically effective dose” in several tissues chosen (expressed as
intracellu!ar protein binding of (+)-7f3,$Œ-dihydroxy-9Œ, 1 OŒ-epoxy-7,8,9, 10-
tetrahydrobenzo(a)pyrene, the ultimate carcinogen derived from BaP, abbreviated as
BaPDE), and the exposure dose of BaP in the binaiy mixture for three different exposure
scenarios; (ii) to verify the corre!ation in adduct levels between tissues; (iii) to examine the
use ofhaemog!obin adducts as a possible surrogate for the ETB in target tissues, and (iv) to





Pyrene, scintillation grade 99+%, was purchased from Aldrich Chemical Co.(Milwaukee,
WIS, USA). Benzo(a) pyrene, HPLC grade min. 98%, was purchased from Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Rnase Ti (100 000 U/rnl from Aspergillus oiyzae)
and Rnase A (100 mg/mI from bovine pancreas) were purchased from Roche Inc. (Lavai,
QC, Canada). Proteinase (24 U/mg from Baciilus substilis) was purchased from Fluka
Co. (Canada). Benzo(a)pyrene-r-7,t-8,9,c- 1 0-tetrahydrotetrol (BaPTeT), wh ici is 1 iberated
upon mild hydrolysis of the adducts, was obtained from the NCI Chemicai Carcinogenic
Reference Standards distributed by Midwest Research Institute (Kansas City, MO.) and
used as standard in high-performance iiquid chromatographic (HPLC) analyses. The
commercialiy available com oil “Mazola” was used as a vehicie for i.p administrations (see
beiow). HPLC-grade methanol was obtained from Fisher Scientific Co. (Witsby, ON,
Canada). Water was obtained from a Miiii-Q water system (Millipore, Mississauga, ON,
Canada).
Animais and Treatment.
Male Sprague-Dawiey rats (225-250 g, Charles River, St-Constant, PQ, Canada) were
housed in a temperature and humidity controlled room with a 12-h light/dark cycle and
standard rat chow and water were provided ad libitum. The animais were cared for in
accordance with the principles and guidelines of the Canadian Council on Animai Care.
The animals were housed 3 per cage during acclirnating for 5 days and then were
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randomized into 4 groups of 11 animais each. Individuai animais from each group (one per
cage) were i.p administered one of the binaiy mixture doses ofBaP and P (Table 1) in corn
ou (5 ml/kg), once daiiy for 10 consecutive days. Control animais (two per group) were
injected with com ou alone. After the tenth injection, food was withheid ovemight and the
animais were euthanized by C02 inhalation 24 hours later. Livers, lungs and hearts were
collected and immediately frozen at -$0 OC until further processing. Heparinized biood was
collected ftom the abdominal aorta and was treated imrnediateiy for haemogiobin
extraction and quantification.
Tissue piocessing
Tissues were minced individualiy, washed three times with 0.05 M Tris potassium chloride
buffer, pH 7.4, containing Trisma base, Trisma HCL, KCL and then hornogenized
individuaiiy in TEM buffer, pH 7.4, containing Trisma base, Trisma HCL, 10 M Na
EDTA, 1 mM monothioglicerol (4m1/g tissue). The homogenate was centrifuged at
10,000xg for 15 min. The 10,000xg pellet was discarded and the 10,000xg supernatant
(microsomes + cytosoi) fraction was coiiected and further processed for quantification of
the BaPDE-adducts with proteins. An aliquot of the supematant was used to determine the




Blood samples were processed as described by Shugart (1985) for mouse blood. Briefly,
washing ofthe red blood ceils five times with 0.9% solution ofheparinized sodium chloride
was pefformed followed by hemoglobin extraction repeated two times by addition ofwater.
Haemoglobin content was determined by Total Haemoglobin Kit No.525-A (Sigma
Diagnostic Inc., St.Louis, MO, USA). Aliquot of haemoglobin extract was kept for total
protein analysis using the standard kit “Bio-Rad” to determine the efficiency of
haemogÏobin extraction. The latter was found to be over 90 %.
Analysis of the ETB (BaPDE adducts with tissue proteins)
The analytical procedure for the isolation ofbenzo(a)pyrene tetrol (BaPTeT) obtained after
rnild acid hydrolysis of the BaPDE-adducts is described elsewhere (Viau et al. 1993). To
avoid possible interference from RNA-adducts in the supernatant on the determination of
protein adducts levels, enzymatic digestion of the 10,000xg supematant ftorn the primary
tissue homogenate with 750 ig of Rnase A and 5000 U of Rnase T1 for 30 min. was
performed. This allowed the removal of RNAs adducts as adducted nucleotides together
with the free cellular BaPTeT. Efficient separation of the “free” BaPTeT, resulting from
intracellular hydrolysis of the BaPDE, from its “bound” analogue (BaPTeT obtained after
acid hydrolysis of BaPDE-protein adducts) was requisite to estimate the amount of protein
bmding considered as Electrophilic Tissue Burden (EYB). In this respect a proteinase
incubation step (65 mU enzyme per mg protein) xvas performed ovemight in presence of
10% solution of SDS (1/10 v/v of the total homogenate volume for processing), to liberate
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any possibly ‘hidden” free BaPTeT in the hydrophobic pockets of proteins, through
enzymatic digestion of proteins into peptides , prior to ‘free” BaPTeT extraction with
3x3m1 ethyl acetate saturated with water. Afier extraction of the free” BaPTeT, the tissue
hornogenate was processed for “bound” BaPTeT quantification. To assure best separation
of “free” and “bound “BaPTeT, three analytical procedures were tested in our preliminaiy
investigations to compare their efficiency in isolating both BaP-tetrols as follows: 1) direct
three times extraction of “free” BaPTeT from the homogenate prior to acid hydrolysis step
that yields the “bound” BaPTeT; 2) incubation ofthe tissue homogenate with Rnase A and
T1 followed by incubation with Proteinase prior to “free” BaPTeT extraction and
consequent acid hydrolysis to liberate the “bound” BaPTeT; 3) Proteinase incubation step
followed by “free” BaPTeT extraction and then acid hydrolysis to yield the “bound”
BaPTeT. The second procedure described above gave best efficiency of isolating both
BaP-tetrols indicating that relatively significant amount of free BaPTeT remains hidden in
the hydrophobic pockets ofproteins, that no significant losses of “bound” BaPTeT occurred
afler “free” BaPTeT extraction, or proteinase digestion probably produces peptides but not
plain amino acid residues that could be extracted together with the “free” BaPTeT leading
to losses in “bound” BaPTeT. Therefore this second procedure was adopted in the present
experiment. Since acid hydrolysis step (0,1 N HCL, for 3 h, 90°C) yielded a white compact
precipitate, the arnpholitic surfactant diethanol amine (DEA) in amount of 2.5 ml/sample
was introduced as a dissolving agent prior to solid phase extraction step further utilized in
“bound” BaPTeT analytical procedure. The “bound” BaPTeT was analyzed by a HPLC
system composed of a quatemaly pump 1100 Series (Agilent Technologies, USA), an
automatic injector AS-100 (Bio-Rad, Richmond, CA,USA), an LC-$ Zorbax Eclipse
250x4.6 mm column (Agilent Technologies, USA), a fluorescence detector LC-240
(Perkin-Elmer) and a PE Nelson 900 interface (Perkin-Elmer). The colurnn temperature
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was set at 32 °C. The solvent system was (A) Milli-Q water and (B) methanol and the
elution, at flow rate of 1 ml/rnin, was perforrned as follows: 54% B for 11 mi increase to
80% B for 6 min and decrease to 54 % B for 5 min. Injection volume was 150 pi
throughout. Excitation and emission wavelengths were 244 and 39$ nm, respectively.
Standard of BaPTeT was run immediately before the HPLC runs for the tissue extracts in
order to verify the expected elution time (8.3 6 min at the applied conditions). Adduct levels
were presented in fmol/mg proteins. The resuits obtained were corrected for the recoveiy of
BaPTeT from control homogenates spiked with authentic BaPTeT. The recovery of
BaPTeT was similar for each tissue considered, namely: approximately 5$ % for the heart
66% for the lung; 56% for the liver and 55% for the haemoglobin. The determination limit
for the analytical method was 0,12 ± 0,06 pmol BaPTeT/ml in vial submitted to HPLC
analyses, established on the basis of the calibration une (0 to 1,5 pmol/ml) obtained with
authentic BaPTeT. Analytical procedure for quantitation of BaPDE-adducts with
haemoglobin did flot include a Proteinase incubation step since around 70-100% of the
rneasured tetrol originated from tme adducts (Viau et al. 1993).
Statistical analyses.
Values for adducts are presented as mean ± S.D of four animais. Linear regression analyses
perforrned by the JMP fl statistical software and R2, f3, and P values were calcuiated.
Level of P 0.05 was considered as the level of significance. Linear regressions were
performed to determine the relationships between BaPDE-adduct formation and the
exposure doses of BaP as weil as between tissue-to-tissue adduct formation. One-way
analysis of variance (ANOVA) was performed to verify the influence of the different
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amount of pyrene in the binaiy mixtures at any given constant dose of BaP for each ratio
BaP/P onto the adduct formation in each tissue considered. One-way kNOVA test was also
pefforrned to compare ETB formation in ail tissues examined at given binary dose
(BaP+P). T-test was done to study the existence of statisticaiiy significant difference in
ETB levels between ail tissues of interest at any given binaiy dose (BaP+P).
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Resuits
Experimental verification ofthe reÏationship between the levels ofETB in liver, lung, heart
and blood haemoglobin and the exposures doses ofBaP following i.p. administration ofthe
bmary mixtures (BaP+P) in ratios BaP/P=0.2, 1, 5
Figure 1 shows a linear “dose-response’ relationship between the levels ofETB in liver and
the exposure doses of BaP in the binaiy mixtures for the three ratios BaP/P. One-way
ANOVA test perfonued to study the possible influence of pyrene onto BaPDE adduct
formation in liver, at each giveti dose of BaP in the binaty mixture for the three BaP/P
ratios showed the following P values: P=0.654 at 2 mg BaP /kg; P=0.619 at 6 mg BaP 1kg
and P=0.794 at 20 mg BaP 7kg. This indicates that the presence of pyrene as a second
compound in a binaiy mixture with BaP does flot influence the BaPDE- adduct formation
in the liver at any given BaPIP ratio considered. Linear “dose-response” reiationships were
also observed for the other tissues analysed. Correlation coefficients: R2, f3, and P values
for ail tissues are presented in Table 2. It is readily seen that the best correlations (highest
R2) were obtained for haemogiobin and heart. Absence of influence of pyrene on BaPDE
protein binding in the other tissues considered was aiso observed (ANOVA data not
shown). Interestingly, the variation in ETB between tissues, expressed per mg protem,
remained within a factor of four (Table 3). However, one way ANOVA test and t-test
performed to compare the ETB between tissues at a given binaiy mixture dose showed no
statistically significant difference in ETB between liver and lung, on the one hand, and
between heart and haemoglobin, on the other hand. In other words, this Iast analysis
indicates the following: 1) no statistically significant difference between metaboiically
active tissues (i.e iiver, lung) in ETB levels at a given binaiy dose (BaP+P); 2) no
57
statistically significant difference between non metabolically active tissues, in which ETB
resuits from systemically available BaPDE (i.e heart, Hb), in ETB formation at a given BaP
dose in the binaiy mixture; 3) statistically significant difference in ETB exists between
these two tissue categories. However, relatively high inter-individual difference in adducts
formation, particularly in lung and liver, was observed.
Between-tissue conelations of electrophilic tissue burden
In general, good linear correlations were obtained for ail between-tissue relationships
studied (see Table 4) on the basis of ail binaiy doses in this experiment and a total of 36
animais treated (n=36). f igure 2 shows a strong iinear correlation between the ETB levels
in lung vs hemoglobin with corresponding correlation coefficients: R2, f3 and P presented in
Table 4. Linear regressions were found for ah other between-tissue relationships examined
(see Table 4) with best hinear correlations (highest R2 value) obtained for “ETB in Heart vs
Hb’.
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Table 1. Exposure scenarios corresponding to BaP/P ratios of 0.2, 1, and 5 with three
constant doses ofBaP for each scenario in rat model.
Ratio BaP/P 0.2 1 5
2+10 2+2 2+0.4
Binary doses




Table 2. “Dose-respons& relationships for ETB (BaPDE-adducts with proteins) formation
in liver, lung, heart and haemoglobin following i.p administration ofBaP in binaiy mixture
with P in rats for 3 diffetent exposures scenarios corresponding to BaP/P ratios = 0.2, 1,
and 5. AIl relationships are obtained with individual data from a single animal.
Relationship “ETB- BaP exposure dose”
Ratio BaP/P Tissue Correlation coefficients:
R2value f3 value Pvalue
Liver 0.511 2.782 0.0098
Lung 0.576 4.524 0.0042
0.2
Heart 0.807 2.818 <0.0001
Hb 0.901 2.591 <0.0001
Liver 0.55$ 2.219 0.0052
Lung 0.542 3.112 0.0064
1
Heart 0.713 2.296 0.0005
Hb 0.858 2.043 <0.0001
Liver 0.534 2.149 0.0069
Lung 0.570 4.301 0.0045
5
Heart 0.766 2.290 0.0002
Hb 0.911 1.756 <0.0001
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Table 3. ETB in liver, lung, heart and haernoglobin in rats exposed to a mixture of pyrene
and BaP
Binary doses ETB in Liver ETB in Lung ETB in Heart ETB in Hb
(BaP+P) (fmol/mg (fmollmg (fmol/mg (fmol/mg
mg/kg Proteins) Proteins) Proteins) Proteins)
2±0.4 20±3 17±4 10±6 6.2±1.1
6+1.2 26±19 68±40 17±8 17±5
20+4 58±25 105±31 50±17 39±6
2+2 14±12 16±6 7.2±5.4 6.2±1.1
6+6 19±7 50±18 15±11 14±7
20+20 53±27 79±35 48±19 43±11
2+10 19±9 14±6 4.7±2.7 6.7±1.2
6+30 27±10 34±13 18±5 22±6
20+ 100 68±40 96±58 56±20 55± 11
alvlean ± S.D, n = 4.
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Table 4. Coi-relation between ETB levels in ail tissues concemed foliowing i.p
administration of binai-y mixtures of BaP and P in three doses of BaP for ail of the three
BaP/P ratios. Each data point represents an individuai animaL.
Correlation between ETB levels
Tissue vs Tissue Correiation coefficients:
R2 value I value P value
Lung - Liver 0.344 0.953 0.0002
Heart
- Liver 0.492 0.595 <0.0001
Liver - Hb 0.347 0.847 0.0002
Heart-Lung 0.485 0.364 <0.0001
Lung
- Hb 0.507 1.645 <0.0001
Heart-Hb 0.709 1.027 <0.0001
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Captions to figures:
figure 1. “Dose-response” relationship for electrophilic tissue burden (BaPDE
adducts with tissue proteins) formation in liver following i.p administration
of BaP in binary mixture with P in rats for 3 different exposure scenarios
(BaP/P ratios). Mean and standard deviation. Although the sanie three BaP
doses (2, 6, and 20 rng/kg) were used for ail three ratios, the points have
been siightly displaced on the abscissa to avoid the overiap and aliow better
view ofthe data.
figure 2. Correlation between ETB levels in lung vs. haemoglobin following i.p
administration of binary mixture of BaP and P in three doses of BaP for ail
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The aim of this study was to determine the ETB, assessed as covalent binding of the
ultimate carcinogen BaPDE with cellular proteins, in several target tissues chosen (lung,
liver and heart) following repeated exposure to binary mixture of BaP and pyrene in three
different ratios, in a rat model. Quantification of BaPDE-haemoglobm (Hb) adducts was
also perforrned as a measure ofthe circulating level ofthe electrophilic metabolite BaPDE
and its correlation with the ETB was examined. Given that a good linear correlation was
reported between BaPDE-Hb adducts and BaPDE-DNA adducts in target tissues in rodents
as well as in humans (Shugart, 1985; Shugart and Kao, 1985; Lee and Santella, 198$
Hemminki, 1992) we supposed a linear correlation between BaPDE- Hb adducts and ETB
levels. Thus we wished to pave the way for ftirther study of the usefulness of ETB as a
possible surrogate for the BaPDE-DNA adducts in those tissues. This is the first study
where ETB associated with intracellular proteins in target tissues was measured followmg
repeated exposure to binaiy mixtures ofPAHs in rat.
We have used tissue protetn adducts to estimate the covalent binding of BaP derived
electrophilic metabolites, particularly BaPDE, due to the following reasons: (i) due to their
nucleophilic character and abundance, cellular proteins act as a major sink for BaPDE; (ii)
linear dose-response relationships between bÏood protein adduct levels and/or DNA adduct
levels and the exposure doses ofBaP were reported in similar studies involving BAP and/or
other PAHs; (iii) protein adducts, in general, are flot subject to significant removal or repair
over “short” times as it is the case of DNA adducts, and certain accumulation of adducts
within the time course is presumed (Shugart 1985; Perera et al. 198$; delI’Omo and
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Lauweiys 1993; Junior et al. 1994; Skipper et al. 1994; Lodovici et al. 199$). Ml this cou!d
make proteins a good surrogate to study the toxicity of electrophiÎic agents.
lii the present study, we expected to detect highest ETB levels in liver due to the i.p
exposure route (first pass effect) and the highest metabolic capacity of the liver towards
PARs metabolisrn. As seen in Table 3, in general, the highest ETB levels were found in
lungs. We have also observed close adduct (ETB) levels (within a factor of four) in ah
tissues considered at any given doses of BaP in the binaiy mixture. Interesting!y, Pereg et
al. (2001) have reported a similar concentration ofBaP in kidney and liver hornogenates in
24 hours post-dosing following single i.p administration of [‘4CJ-BaP in female mice with a
higher arnount found in cytosols than in microsornes of sub-cehlular fractions of these
tissues. How this arnount of BaP in cytosolic and microsomal sub-cehlular fractions
correlates with BaPDE-adducts level in these fractions is difficuit to address, at least it has
not been examined. These authors have assessed also the BaP- metabolites-nuclear protein
covalent binding that was found to be sirnilar in both tissue (liver and kidney) and about
twice as high as that in lung. Apparently, both, the caracteristics of specific cel! proteins
and their localisation in the ce!! are among the major detenninants for protein covalent
binding. If so, re!ationships between the levels of ETB in our context and nuclear protein
binding could be interesting to estabhish. Moreover, our pre!iminaiy investigations have
shown that BaPDE adduct levels of microsomal proteins (including cytochrome P450
enzymes) and of cytoso lic proteins (including Phase II enzymes) were similar for all three
tissues concerned (liver, lung and heart) at different exposure doses of BaP following a
single i.p. or oral administration ofBaP (data flot shown).
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As mentioned above, our resuits showed close BaPDE-protein binding levels, ETB
formation, (within a factor of 4), in ail tissues concerned for the three different exposure
scenarios (see Table 3). Similar BaP metabolite-protein adduct formation in tatget and non
target tissues (lung, liver and forestomach) was reported by Stowers and Anderson (1984),
although they have used mice and rabbits as a model system following single i.p
administration of BaP alone. In other words our results, in general, also confirmed no
correlation between the tissue-to-tissue differences in Cytochrome P450 metabolic activity
and BaPDE-protein adduct formation in those tissues as previously reported (Adriaenssens
et al. 1983; Stowers and Anderson, 1984). However, ETB generally tended to be somewhat
higher in rnetabolically active tissues at a given binaiy dose. Simiiarly, a relatively high
inter-individual difference in adducts formation was found in our study. In addition to
analytical variabiiity, this could be related to the genetic polyrnorphism of Cytochrorne
P450 and/ or other enzymes of Phase I and Phase II extensively studied in rodent and
humans (Hirvonen. 1995: Maier et al. 199$; Pastorelli et aI. 1998), on the one hand, and/or
to the poor absorption of BaP from the peritoneal cavity, on the other hand. This latter
statement relates to our experimental observation of residual oil traces in the peritoneal
cavity found in some animais at the time of sacrifice.
It has to be noted, that ETB in our context could not be entirely assimilated to a measure of
toxicity since protein adduction could be considered as a kind of “detoxification’ process
that protects DNA ftom adduction. On the other hand, part of the ETB detertnined in our
study could originate from covalent binding ofBaPDE with, e.g., phase II enzymes, such as
glutathion S-transferases, that could lead to altemtion in their detoxification function. In
this instance, covalent binding to proteins at nucleophilic sites critical for their function
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could contribute to overali celluÏar toxicity (Koen and Hanziik 2002). Which is the relative
contribution ofsuch a toxic charge to the ETB measured is unclear in the present study.
As seen in figure 1, linear dose-response relationships were observed between ETB in liver
and the exposure doses of BaP in the binaiy mixtures for ail three BaP/P ratios. This
suggests that adduct accumulation occurs proportionally to the BaP dose, or at least follows
the sarne patterns for each dose of BaP tested. The same is confirmed for the BaPDE
protein binding in the other tissues exarnined (see Table 2). The linear dose dependent
BaPDE-Hb adducts formation observed in our study is in accordance with the resuits of
other previous studies following single or repeated exposure scenarios (Shugart 1985;
Bouchard et Viau, 1995), but contrasts with the lack of correlation, reported by Bechtold et
al. (1991). Dose-related formation of BaP-metabolite-DNA, protein, and lipid adducts
(speciflcally triglyceride (TG) adducts) was dernonstrated in primaiy Sprague-Dawley rat
hepatocytes treated with [3HJ-BaP with highest adduct level detected in lipids (TG)
followed by that in proteins and in DNA (Park et al. 2002). The latter suggested that iipid
adducts would be of potentiaÎ use as a biomarker in human biornonitoring and risk
assessment due to the relatively small amount of human samples are required (Kwack and
Lee, 2000). In this respect, our results address the role ofthe ETB as a possible biomarker
of exposure to binary (or complex) PÂlI mixtures in animal studies. Given that Hb-adduct
levels are proportionat to DNA adducts (as mentioned above) as well as to the ETB as
found in our study it could be assumed that ETB levels would correlate with DNA adduct
levels also. The latter would indicate the role of the more easily quantified ETB as a
possible surrogate for DNA adducts in target tissues. However, the relationship between
ETB in target tissues and DNA adduct level in those tissues should be thoroughly studied
as exposure dose related. The stability of intracellular proteins as a resuit of BaPDE
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adduction as well as the kinetics of tissue protein adducts accumulation over the exposure
time need to be elucidated. It is reasonable to assume that ETB approach is more reliable
towards estirnating of the “biological effective dose” in target organs than measure of
circulating BaPDE-Hb adducts. However, BaPDE-Hb adducts meet the criteria for easy
accessibility in human, stability and persistence over the lifespan of Hb, so that Hb, as a
protein dosimeter, is stili more promising “surrogate” tissue at that tirne, provided analytical
detection limit problems are overcome.
Fig.2 shows quite good linear conelation between ETB in lung vs Hb at the relevant
exposure conditions (R2, f3, P values presented in Table 4). It was feit important to study
this dependence given the fact that lung is most often related to risk of cancer development
associated with PAH exposure (IARC, 1 984) and given the continuous need to validate
reliable biomarkers of exposure and cancer risk assessment, such as Hb-adducts. The
linearity obtained in our case indicates that Hb adducts could serve as a “surrogate” ofthe
ETB in target for carcinogenicity tissues, such as lung. Among ail between-tissues
correlations for adduct fonriation studied, best correlation coefficients were obtained for the
relationship “ ETB in heart vs Hb adducts”. This is probably due to the fact, that both
adduct levels result only from systemically available BaPDE, since CYT P450 enzymes are
not present in heart. Therefore linear correlations could be anticipated in this case. Heart
was included in the present study because it has been shown by Lewtas et al. (1993) that
highest DNA adduct level was detected in hurnan heart followed by that in lung while
examining several autopsy tissues of hurnans previously exposed to tobacco smoke. The
sarne authors have raised the importance ofstudying both lung and heart target celis toward
improvement of the sensitivity of DNA adduct dosimetiy on target celi population.
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Consequently, relatively high BaPDE-protein binding was presumed in our case as it was
found in fact.
As shown in the present study, pyrene had no significant effect on BaPDE-protein binding
in the various tissues examined. However, BaP induction of pyrene metabolism has been
previously reported (Bouchard et al. 199$).
In conclusion, the resuits obtained in our study indicate the role of the ETB as an
alternative molecular biomarker ïndicative of the potential cellular damage resulting from
intracellular covalent binding of toxic electrophiles. The potential role of ETB as a
surrogate for DNA adducts in target tissues has been discussed but needs further
investigations. The linear correlations between ETB levels and the BaP exposure doses for
ail tissues studied (including blood haemoglobin) could reflect the genotoxic potential of
the exposure mixture doses. Pyrene in binary mixture with BaP at different BaP/P ratios
does not influence ETB (BaPDE-protein adducts) formation in target tissues. More
complex PAH mixtures should also be investigated, ideally at occupationally and
environrnentally realistic doses.
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This study was aimed to investigate the correlation between biomarkers (BM) ofpolycyclic
arornatic hydrocarbons (PAH) and, more specifically, to examine the rote of urinaiy
1-hydroxypyrene (1-OHP) as a reliable measure of internai dose linked to the electrophulic
tissue burden (ETB, assessed as covaient binding of the ultirnate carcinogen
benzo(a)pyrene diolepoxide (BaPDE) with celiular proteins) in target for carcinogenicity
tissues and thus to experimentally verify a previousiy proposed algorithrn for adjustment of
Reference Values for urinary 1-OHP in exposure to different mixtures of PAH in a rat
model. Hence, the relationships between ETB in liver, lung, heart as weii as the
BaPDE-haernoglobin (Hb) adducts level on the one hand, and urinary /faecal
I -hydroxypyrene (1 -ORP) or urinary/faecai 3-hydroxybenzo(a)pyrene (3-OHBaP) on the
other hand have been examined. Male Sprague-Dawley rats were administered
intraperitoneally (I.P.), once daily for 10 consecutive days, binaiy mixtures of
benzo(a)pyrene (BaP) and pyrene (P) in three different exposure scenarios corresponding to
BaP/P ratios 0.2, 1 and 5 and at three doses ofBaP (2, 6 and 20 rng/kg) for each scenario.
The ETB levels were measured as the ultirnate analyte benzo(a)pyrene tetroi (BaPTeT)
obtained afier mild acid hydroiysis of BaPDE-adducts with proteins. HPLC/fluorescence
technique was used to quantify the analytes. It was experimentalty confirmed that: 1)
urinary 1-OHP was a reiiabie BM linked to the ETB in target for carcinogenicity tissues,
such as iung, for the ratios BaP/P=0.2 and 1 (linear regression P=0.0099 and P=0.0293
respectively); 2) urinaiy 3-OHBaP was correlated with the BaPDE-Hb adducts for ail three
exposure scenarios (P=0.00I 1 for BaP/P=02, P<0.000I for BaP/P=1 and P=0.0099 for
BaP/P=5). The experimental relationship between ETB and urinary 1-OHP was used to
interpotate bioiogicai limit values for the urinaiy metabolite assuming three criticat ievets
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of ETB. These were cornpared with the values calculated ftom the algorithm using the
BaP/P = 1 mixture as a reference. The calculated/observed ratios varied from 1.0 to 1.6 for
the BaP/P = 0.2 mixmre and from 1.9 to 3.0 for the BaP/P = 5 mixture.
The resuits obtained in the present report indicate that the algorithm mentioned above
applies well for 2 out of 3 exposure scenarios corresponding to realistic occupational BaP/P
ratios of 0.2 and 1. This suggests that using ETB as an endpoint, the proposed algorithm
will reasonably predict the critical value of urinary 1-OHP for mixtures having different
BaP/P ratios. Stronger linear relationships between ETB in all tissues chosen and 1-OHP or
3-OHBaP were obtained with urinaiy metabolites than with their faecal analogues. Thus
urinaly 1-01-W and 3-OFffiaP are more reliable biornarkers in biological monitoring
strategies.
Key wo rds: benzo(a)pyrene, 3 -hydroxybenzo(a)pyrene, benzo(a)pyrene dio lepoxyde,
polycycl ic arornatic hydrocarbon, pyrene, 1 -hydroxypyrene, electrophi lic tissue burden
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Introduction
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are ubiquitous environmental pollutants
resulting from pyrolysis or incomplete combustion of organic materials and recognised as
causative for lung and skin cancer (IARC 1983). They are present as complex mixtures
with prevalence of phenanthrene, benzo(b)fl uoranthene, fluoranthene, pyrene and
benzo(a)pyrene among ail ofthe PAHs measured in different work environrnents and many
PAR metabolites have been studied to assess the ‘correlation” between extemal and
interna! PAR exposure and to Investigate their use as probable biomarkers in bio!ogica!
monitoring (Ovrebo et a! 1994, Angerer et al. 1997, Popp et a! 1997, Gndel et al 2000).
Among ail PARs encountered in the work environments benzo(a)pyrene (BaP) and pyrene
(P) are most extensiveÏy studied. However, neither pyrene nor its metabolite intermediates
have been documented as being carcinogenic to humans (IARC 1983, 1987), On the
contrary, BaP is classified as probable human carcinogen (IARC 1983), which is
metabolically activated by CYT P 450 to electrophulic intermediates that bind covalently to
ce!! macromolecuies. In this respect, the most important BaP electrophilic metabolite is (+)
anti-benzo (a)pyrene-7,2 -dihydrodiol-9, 1 0-epoxide (benzo (a)pyrene dio lepoxyde,
abbreviated as BaPDE), known as the ultimate BaP human and animal carcinogen, exerting
its genotoxic activity through covalent binding to DNA at the formation of BaPDE-DNA
adducts, consequently leading to gene mutations (Poirier and Beland 1992, Peltonen and
Dipple 1995).
Nevertheless, since Jongeneelen et al (1986, 1987) have proposed the urinary
1-hydroxypyrene (1-OHP), a major urinaly metabolite of pyrene, as a biornarker of the
overail exposure to PARs it is stil! the most frequently used biomarker among ail of the
83
PAH metabolites smdied. At present no biological exposure limits have been widely
adopted for the measured urinary PAH metabolites. Given that PAH profiles vary
remarkably in different work environments a single biological limit value (BLV) for 1-OHP
cannot apply ta ah workplaces (Levin, 1995). However, Jongeneelen (1992, 1993) and Ny
et aI (1993) have respectively proposed biological limit values of 2.3 imol 1-OHP mo11
creatinine for coke oven workers and 4.3 mol 1-OHP moI’ creatinine for Sôderberg
potroom workers of aluminium plants derived from the lower 1 -OHP urinary excretion
value corresponding ta the Threshold Limit Values (TLVs) for Coal Tar Pitch Volatiles
(CTPVs) and BaP. For other work environments where there are insufficient data to
calculate BLVs by such an approach, Bouchard and Viau (1999) have proposed a
methodology ta adjust BLVs for urinary 1 -OHP from one work environrnent ta another one
based on the reported profiles of airbome PAHs and on the fact that 1-OHP excretion
remains proportional ta the pyrene dose even when administered as a mixture of many
PANs.
The equation is as follows:
BLV2 =BLV1 xt) f) (1)
Where BLV(I) and BLV(2) are the biotogical limit values for work environment 1 and 2
respectively, [BaPeq]i and [BaPeqJ2 are the concentrations of carcinogenic PANs in work
environment 1 and 2 expressed as BaP equivalent concentration using toxic equivalent
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factors, [PJy and [PI2 are the concentrations of airborne pyrene in work environment 1 and
2. 0f course, this equation might flot apply where dermal absorption of PAHs is
comparable to or exceeds putmonaiy absorption.
The general objective of the present study was to experimentally validate this algorithm
through detemiination ofurinaiy 1-OHP levels corresponding to given level ofelectrophilic
tissue burden (ETB) assessed as covalent binding of the ultimate carcinogen (+)anti
benzo(a)pyrene-7,8-dihydrodio 1-9,1 0-epoxide (benzo(a)pyrene diolepoxyde, BaPDE) with
cellular proteins in several tissues chosen, following repeated exposure to binary mixtures
of BaP and Pyrene in a rat model. In other words, assuming the BaP equivalent
concentration (or dose) and the ETB are both proportional to the carcinogenic risk, we





Where [1-ORP]1,2, [ETBJ1,2 and [P]1,2 correspond to two different exposure scenarios,
corresponding to different BaP/P ratios. Thus our aim was to examine the role of the
urinaiy 1 -hydroxypyrene (1 -OFIP) as a reliable measure of internai dose iinked to the ETB
in target for carcinogenicity tissues, such as lung. Conelation between ETB and
urinaiy/faecal 1-OHP as well as urinary/faecal 3-hydroxy benzo(a)pyrene (3-OFffiaP) has




Pyrene, scintillation grade 99+%, was purchased from Aldrich Chemical Co.(Milwaukee,
WIS, USA). Benzo(a)pyrene, HPLC grade min. 98%, was purchased ftom Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Reference standard of I -OHP was obtained from
NCI Chemical Carcinogenic Reference Standards distributed by Midwest Research
Institute (Kansas city, MO.). J3-Glucuronidase and arylsulfatase (100 000 fishman U/ml
and $00 000 Roy U/ml from HeÏix pomatia), Rnase T1(100 000U/rnl ftom Aspergillus
oryzae) and Rnase A (100 mglml from bovine pancreas) were purchased from Roche Inc.
(Lavai, QC, Canada). Proteinase (24U/mg from Bacilius substilis) was purchased from
Fluka Co. (Canada). Benzo(a)pyrene-r-7,t-$,9,c- 1 0-tetrahydrotetrol (BaPTeT), which is
liberated upon mild hydrolysis of the adducts, was obtained from the NCI Chemical
Carcinogenic Reference Standards distributed by Midwest Research Institute (Kansas city,
MO.) and used as standard in high-performance liquid chromatographic (HPLC) analyses.
The cornrnercially available com ou ‘Mazola” was used as a vehicle. RPLC-grade
methanol was obtained from Fisher Scientific Co.(Witsby, ON, Canada). Water vas
obtained from a MiIli-Q water system (Millipore, Mississauga, ON, Canada).
Animais and Treatment.
Male Sprague-Dawley rats (Charles River, St.Constant, PQ, Canada) of 225 to 250 g were
used in this experiment. Rats were housed in a temperature and humidity controlled room
with a 12h-light/dark cycle and standard rat chow and water were provided ad libitum. The
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animais were cared for in accordance with the pnnciples and guidelines of the Canadian
Council on Animal Care. The animais were housed 3 per cage during acclimating for 5
days and then were randomized into 4 groups of 11 animais each. Individuai animais from
each group (one per cage) were i.p administered, once daiiy for 10 consecutive days, one
out of nine binaiy mixture doses of BaP and P, corresponding to the ratios BaP/P=0.2, 1
and 5 and in three constant doses of BaP equal to 2, 6 and 20 mg/kg for each ratio. The
binary mixture doses were dissoived in com ou as a vehicle and 5 ml of solution was
injected per kilogram of body weight. Control animais (two per group) were injected with
corn ou alone. After the tenth injection, animais were transferred in individual metaboiic
cages for urine and faeces coilection and food was withheld overnight. 24 hours later, rats
were euthanized by C02 inhalation. Livers, Iungs and hearts were collected and
immediateiy frozen at -$0 °C until further processing. Blood was withdrawn ftom the
abdominai aorta and was treated irnmediateiy for haemogiobin extraction and quantitation.
Urine and faeces colÏected for a 24-hour period following the tenth injection were frozen at
-20°C untii further processmg.
Tissue processing
Tissues were minced individuaily, washed three times with 0.05 M Tris potassium chioride
buffer, pH 7.4, containing Trisma base, Trisma HCL, KCL and then homogenized
individually in TEM buffer, pH 7.4, containing Trisma base, Trisma HCL, 10 M
Na-EDTA, 1 mM monothiogiyceroi (4 mi/g tissue). The homogenate was further
centrifuged at 10,000xg for 15 min. The 10,000xg peiiet was discarded and the 10,000xg
supematant (microsomes + cytosol) fraction was coliected and further processed for
87
quantification of the BaPDE-adducts with proteins. An aliquot of the supernatant was used
to determine the protem concentration by the standard kit “Bio-Rad based on the Bradford
assay (Bradford, 1976).
Blood processing
Blood samples were processed as described by Shugart and Kao (1985) for mouse blood.
Briefly, washing ofthe red blood ceils five times with 0.9% solution ofheparinized sodium
chloride was performed followed by haemoglobin extraction repeated two times by
addition of water. Haemoglobin content was deterrnined by Total Haemoglobin Kit
No.525-A (Sigma Diagnostic Inc., St.Louis, MO, USA). Aliquot of haemoglobin extract
was kept for total protein analysis using the standard kit “Bio-Rad” to determine the
efficiency ofhaemoglobin extraction. The latter was found to be over 90 %.
Anatysis ofthe ETB (BaPDE adducts with proteins)
The anatytical procedure for the isolation of benzo(a)pyrene tetrol (BaPTeT) obtained afier
mild acid hydrolysis ofthe BaPDE-adducts with proteins (considered as electrophilic tissue
burden, ETB) is described by Tzekova et al (submitted) and is mainly based on the one
described by Viau et al (1993). Briefly, enzymatic digestion of the 10,000xg supematant
from the prirnary tissue homogenate with 750 ig ofRnase A and 5000 U ofRnase Ti for
30 min. was performed to facilitate the discard of RNAs as adducted nucleotides together
with the “free” BaPTeT. The latter was supposed to resuit from intracellular hydrolysis of
the benzo(a)pyrene diolepoxide (BaPDE). Subsequently, the tissue homogenate was
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submitted to enzymatic digestion with Proteinase (65 mU enzyme per mg protein)
performed ovemight in presence of 10% solution of SDS ( 1/10 v/v of the total
homogenate volume for processing), to liberate any free BaPTeT possibly “hidden in the
hydrophobic pockets of proteins. After extraction of the “fre&’ BaPTeT with 3x3 ml ethyl
acetate saturated with water, the tissue homogenate was processed for “bound’ BaPTeT
(ETB) quantification. Since acid hydrolysis step (0,1 N HCL, 90°C, for 3 h) yielded a white
compact precipitate, the ampholitic surfactant diethanol amine (DEA) in amount of 2.5
ml/sample was introduced as a dissolving agent prior to solid phase extraction step further
utilized in “bound” BaPTeT analytical procedure. The “bound” BaPTeT was analyzed by a
HPLC system composed ofa quaternaty pump 1100 Series (Agilent Technologies, USA),
an automatic injector AS-100 (Bio-Rad, Richmond, CA,USA), an LC-8 Zorbax Eclipse
250x4.6 mm column (Agilent Technologies, USA), a fluorescence detector LC-240
(Perkin-Elmer) and a PE Nelson 900 interface (Perkin-Elmer). The column temperature
was set at 32 °C. The solvent system was (A) Milli-Q water and (B) methanol and the
elution, at flow rate of I ml/min, was pefforrned as follows: 54% B for 11 mi increase to
80% B for 6 min and decrease to 54 % B for 5 min. Injection volume was 150 tl
throughout. Excitation and emission wavelengths were 244 and 398 nm, respectively.
Standard of BaPTeT was tun immediately before the HPLC runs for the tissue extracts in
order to verify the expected elution time (8.36 min at the applied conditions). Adduct levels
were presented in ftnol/mg proteins. The resuits obtained were corrected for the recoveiy of
BaPTeT from control homogenates spiked with authentic BaPTeT. The recovery of
BaPTeT was sirnilar for each tissue considered, namely: approximately 58% for the heart,
66% for the lung, 56% for the liver and 55% for the haemoglobin. Analytical procedure for
quantitation of BaPDE-adducts with hemoglobin did not include a Proteinase incubation
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step since around 70-100% ofthe measured tetrol originated from true adducts (Viau et al.
1993).
Urine analysis
Urine was collected over thymol and frozen at -20°C until analysis. Urine samples were
treated using the method of Jongeneelen et al (1987). Efficiency of the extraction of
hydrolyzed metabolites was determined using untreated urine samples spiked with
authentic reference standards. Recoveiy was found to be 78 ¾ ± 3 % (mean percentage ±
SD) for 1-OHP and 57% + 2 % for 3-OHBaP.
Samples were analyzed by the same HPLC system as described for BaPTeT analyses.
For 1-OHP analysis, a LC-18 Supelcosil 250 x 4.6 mm column (Supelco,Oakville, ON,
Canada) was used. The solvent system was (A) Milli-Q water and (B) methanol and the
elution, at flow rate of 0.8 ml/min, vas performed as follows: 50% B for 39 mm, increase
to 94% B for 10 mm, increase to 100 % B for 9 min and decrease to 50 % B for 12 min. In
order to improve the recovery and reproducibility ofthe chromatography 1 mg ofascorbic
acid was added per liter of methanol eluent (Bouchard et al. 1994). Column temperature
was set at 32 °C. Injection volume was 20 pi throughout. Excitation and emission
wavelengths were 242 and 388 nm, respectively. Naphthalene (1 mg/l) was used as an
external standard. Standard of 1 -OHP was mn irnmediately before the HPLC mns for the
urine extracts in order to verify the expected retention time (32 min under the applied
conditions).
For 3-OHBaP analysis, a LC-18 Supelcosil 250-4.6 mm column (Supelco, Oakville, ON,
Canada) was also used. The solvent system was (A) Milli-Q water and (B) methanol and
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the elution was perfomed at 80 % B. Ascorbic acid (1 mg/L) was added to the eluent to
improve analytical conditions (Bouchard et al. 1994). The injection volume was 20 tl
throughout. Column temperature was 32 oc and flow 0.8 mI/min. Anthracene (1 mg/1) was
used as an extemal standard. Excitation and emission wavelengths were 265 and 430 nm,
respectively. The retention time for 3-OHBaP was 14 min. under the appÏied conditions.
ftzeces aizalysis
faeces were analyzed using a rnethod adapted from chipman et al (1983) and Gerde et al
(1997). A 6.25% (w/v) homogenate of ail faeces voided by a given rat were prepared in a
sodium acetate buffer (0.1 M, pH 5.0). Aliquots of 4 ml of hornogenate were transfened
into Pyrex tubes and incubated ovemight with 10 il of -G1ucuronidase/ary1suIfatase in a
shaking bath at 37 °c. Samples were extracted twice with 4 ml ethyl acetate saturated with
water, shaken for 30 mm, and centrifuged for 20 min at 3000 rpm at 4 °c. The organic
phases were combined and evaporated to diyness and the residue was redissoived in 1 ml of
acetonitrile. Recovery of 1-OHP from spiked faeces samples was 77 % + 3 % (mean ± SD)
and of3-OHBaP was 66 % ± 7 % (mean ± SD) respectiveiy.
Analyses of faecal I-OHP and 3-OI-IBaP were performed using the same HPLC system as




Linear regression analyses (least square method) were performed by the JMP IN statistical
software (SAS Institute inc.) and R2, 3, and P values were calculated. Level of P 005 was
considered as the level of significance. Linear regressions were performed to determine the
following relationships: BaPDE-adduct (ETB) formation and urinary/faecal 1 -OHP or ETB
and urinaiy/faecal 3-OFfflaP as well as to detennine the BaP-dose dependent urinary/faecal
3-OHBaP excretion or Pyrene-dose dependent urinaiy/faecal 1-OHPexcretion.
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Resuits
Experirnental verification ofthe reiationship between the levels ofETB in liver, lung, heart.
blood haernogiobin and urinary/faecal 1-OHP.
In general, the relationship between ETB in ail tissue studied and urinary 1-OHP was found
to be linear for two out of three exposure scenarios corresponding to the ratios BaPfPO.2
and 1 (see Table 1). Fig.1 shows linear regressions between the levels ofthe ETB in liver
and urinary 1-OHP for the ratios BaP/PO.2 and 1 and Jack of tinear regression for the ratio
BaP/P=5, where a value ofP=O.067 was obtained. In fact, concerning scenario BaP/P5 a
lack of linear relationship between ETB and urinaly 1-OHP was found oniy for liver and
lung tissue. For the lattera value ofP=O.0846 was obtained.
Regarding the relationship ETB in a given tissue vs. faecal 1-OHP ievels”, linear
regressions for ail tissues of interest were observed only for the ratio BaP/P=O.2 (see
Table 1). Fig.2 shows the relationship between ETB in liver vs. faecal 1-OHP that was
found to be linear for ail three exposure scenarios. For the ratio BaP/P=1, Jack of iinear
regress ions were found only for the reiationship “ETB in iung vs. faecal 1 -OHP” and “ETB
of Hb vs. faecaÏ 1-01W”. Finally, concerning the scenario BaP/P 5, except for the liver
tissue, for ail other tissues studied no linear regression was confirrned (P0.5928 for ETB
in lung vs. faecal 1-OHP; P=O.0796 for ETB in heart vs. faecal 1-01W, P=O.2035 for ETB
ofHb vs. faecal 1-01W).
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Experimental verification ofthe relationship between ffie levets ofETB in liver, lung, heart,
blood haemoglobin and urinary/faecal 3-OHBaP.
In general, rernarkabie difference in the correlation coefficients obtained for the
relationship “ETB vs. urinaiy 3-OHBaP’ was observed for ail tissues of interest as well as
for ail ratios BaP/P examined. Interestingly, the reiationship “ETB in iiver vs. urinary
3-OHBaP” was the only one for which no linear relationship was observed for ail three
exposure scenarios. No linear regression was also found for ETB in lung vs. urinai’,r
3-ORBaP’ for BaP/P=1 (P0.0753). For ail other tissues and scenarios studied linear
relationships were obtained between ETB and urinary 3-OHBaP (see Table 2). Fig. 3 shows
the reIationship between ETB of Hb and urinary 3-OIBaP for which relatively strong
linear regressions were observed for ail three exposure scenarios.
Regarding the reiationship ‘ETB in a given tissue vs faecal 3-OHBaP”, only the scenario
BaPfP=O.2 showed liner regressions for ail tissues considered (see Table 2). Fig.4 shows
the reiationship between ETB in liver vs. faecal 3-OHEaP with linear regressions obtained
for ail scenarios studied. In fact, this is the only one tissue for which linear relationship
between ETB and faecal 3-OHBaP was found for ail BaP/P ratios exarnined. Lack oflinear
regression was observed between ETB in lung and faecai 3-OFffiaP and “ETB of Hb vs.
faecai 3-OHBaP for BaP/P=1 as weii as between ETB in iung or heart or Hb and faecal
3-OHI3aP for BaP/P=5.
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Dose-Response relationship for urinary/faecal 1-OUF as well as urinaiy/faecal 3-OHBaP
excretion.
A linear Pyrene dose dependent urinaly 1-OHP excretion (R2=O.949, P<O.0001) as well as
faecal 1-OHP excretion (R2=O.694, P<O.0001) was confirrned (data not shown). A linear
BaP dose dependent urinai’,’ 3-OHBaP excretion (R2=O.673, P<O.0001) and faecal
3-OHBaP (R2=O.421, P<O.0001) was also observed. As seen, stronger linear regressions
were obtained with urinaly metabolites than with their faecal analogues.
Determination of the Mean Percentage of the Pyrene dose and BaP dose excreted in urine
and faeces as 1-OUF and 3-O}BaP, respectively, during the 24-h collection period.
As seen in Table 3, sirnilar levels ofthe mean % of P dose excreted in urine as 1-OFW was
observed for ail binai’,’ doses exarnined. The same is confirmed for the mean % of P
excreted as 1-OHP in faeces. However, large inter-individual difference in urinary and
faecal excretion ofthis P metabolite was observed. The same tendency is confirrned for the
mean percentage ofBaP dose excreted as 3-OHBaP in urine and faeces (see Table 3).
Experirnental verification ofequation (1)
A pattern of simulation was perfonned on the basis of the experimentally established
relationships between die levels ofETB in liver vs urinary 1-ORP for the three ratios BaP/P
(Fig.1 and Table 4) whiÏe assuming three critical levels of ETB, namely: 30, 40 and 50
fmol/mg proteins and determining die corresponding 1-OUF levels. In order to verify
equation (1) the ratio BaP/P=1 was set as a reference ratio with reference values ofurinary
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1 -OHP corresponding to any given critical level of ETB derived ftom the relationships
“ETB in liver vs urinary 1-01-W” (see Fig.1). Thus while applying equation (1) for another
BaP/P ratio (from f ig. 1) a calculated value of urinaiy I -OHP corresponding to any of the
given critical ETB levels was obtained that was subsequently compared with the
experimentally derived value for that BaP/P ratio (from Fig.l) named “observed value” as
shown in Table 4. There is a reasonable agreement between the “predicted values” and the
“observed values” of urinary I -01-W for the ratios BaP/P = 0.2 and 1 as shown in Table 4,
which indicates that equation (1) is verified for these BaP/P ratios. The same was
confirrned when performing similar calculations for the other tissues considered (data not
shown).
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Table 1. Relationships between EIB (BaPDE-adducts with proteins) formation in liver,
lung, heart and haemoglobin and urinary!faecal 1-OHP following i.p administration ofBaP
in binaiy mixture with P in rats for 3 different exposures scenarios corresponding to BaP/P
ratios =0.2;1; 5. Ail relationships are obtained with individual data from a single animal.
Relationship “ETB- urinary/faecal 1-01W”
Ratio Correlation coefficients:
Tissue
BaP/P ETB vs urinary 1-OHP ETB vs faecal 1-OHP
R2 value f3 value P value R2 value f3 value P value
Liver 0.371 0.0093 0.0355 0.371 5.8709 0.0355
Lung 0.502 0.0164 0.0099 0.898 13.8855 <0.0001
0.2
Heart 0.793 0.01 09 0.0001 0.593 5.9402 0.0034
Hb 0.880 0.0099 <0.0001 0.599 5.1958 0.0031
Liver 0.787 0.0630 0.0003 0.762 33.423 0.0004
Lung 0.427 0.0672 0.0293 0.215 25.714 0.1514
1
Heart 0.726 0.0573 0.0009 0.556 27.081 0.0084
Hb 0.575 0.0400 0.0069 0.217 13.283 0.1488
Liver 0.297 0.4306 0.0667 0.587 256.016 0.0037
Lung 0.268 0.7924 0.0846 0.029 111.465 0.5928
5
Heart 0.556 0.5243 0.0053 0.276 156.237 0.0796
Hb 0.592 0.3799 0.0035 0.156 82.649 0.2035
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Table 2. Relationships between ETB (BaPDE-adducts with proteins) formation in liver,
lung, heart and haemoglobin and urinay/faecal 3-OHBaP following i.p administration of
binary mixture of BaP and Pyrene for 3 different exposures scenarios corresponding to
BaP/P ratios =0.2; 1 and 5. Ail relationships are obtained with individual data from a single
animai.
Relationship “ ETB- urinary/faecal 3-OHBaP”
Ratio Correlation coefficients:
Tissue
BaP/P ETB vs. urinary 3-OHBaP ETB vs. faecal 3-OHBaP
R2 value value P value R2 value p value P value
Liver 0.3 17 0.3575 0.0566 0.362 0.0267 0.0383
Lung 0.369 0.5861 0.0363 0.862 0.0628 <0.0001
0.2
Heart 0.809 0.4573 <0.0001 0.528 0.0259 0.0075
Hb 0.672 0.3626 0.0011 0.547 0.0229 0.0060
Liver 0.315 0.3841 0.0723 0.795 0.0361 0.0002
Lung 0.310 0.5524 0.0753 0.211 0.0270 0.1552
1
Heart 0.761 0.5662 0.0005 0.577 0.0292 0.0067
Hb 0.889 0.4805 <0.0001 0.216 0.0140 0.1496
Liver 0.168 0.3934 0.1861 0.534 0.0537 0.0069
Lung 0.333 1.0735 0.0497 0.035 0.0264 0.5624
5
Heart 0.529 0.6223 0.0073 0.244 0.0322 0.1026
Hb 0.502 0.4260 0.0099 0.211 0.0211 0.1330
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Table 3. Mean percentage of the Pyrene dose excreted as 1 -OHP and mean percentage of
the BaP dose excreted as 3-ONBaP, in both urine and faeces, at 24 hours post-dosing
following the 10 i.p administration ofbinaiy mixtures (BaP+P) (animais received a total of
10 i.p. injections, once daiiy)a.
Ratio Doses (BaP+P) Mean % of P dose Mean % ofBaP dose
BaP/P mg/kg excreted as 1 -OHP excreted as 3 -OHBaP
urine faeces urine faeces
2+10 1.7 ± 0.3 0.005 ± 0.001 0.48 ± 0.05 9.5 ± 0.7
0.2 6+30 1.1 ±0.5 0.003±0.002 0.31±0.14 5.6±2.8
20+100 3.0±0.4 0.004±0.002 0.44±0.17 5.7±3.2
2+2 1.6±0.7 0.002±0.001 0.49±0.13 4.7± 1.9
1 6+6 1.0±0.3 0.005±0.002 0.21 ±0.09 5.4±2.2
20 + 20 2.3 ± 0.5 0.004 ± 0.002 0.33 ± 0.09 4.4 ± 2.6
2 +0.4 1.5 ±0.7 0.011 ± 0.011 0.32±0.10 13.7± 10.7
5 6+1.2 0.9±0.5 0.005±0.003 0.25±0.14 7.7±2.5
20+4 1.1 ± 0.3 0.003 ± 0.001 0.22 ± 0.0$ 3.1 ± 1.1
Calculation for the % of P and BaP dose excreted as the relevant metabolites in urine and
faeces is based on the last 10th injection ofBaP.
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Table.4. Experimental verification of the Bouchard and Viau proposed algorithm for the
determination of the threshold urinaly 1 -OHP based on a reference mixture. Reference was
taken as the BaP/P = 1 mixture and detemiined assuming three critical toxic levels ofETB.
Calculation was subsequently applied to the BaP/P ratios of 0.2 and 5 and resuits were
cornpared with the experimental value interpolated (“Observed value”) from figure 1.
Ratio
Critical level of “Observed “Calculated
“calculated vs
ETB in liver value” of value” for
Ratio BaP/P observed”




30 20 59 2.96
5 40 43 91 2.11
50 66 123 1.85
30 296 296 1.00
40 455 455 1.00
50 614 614 1.00
30 933 1480 1.59
0.2 40 2008 2275 1.13
50 3083 3070 1.00
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Captions to figures:
figure 1. Relationship between the levels ofthe ETB in liver and urinary 1-01-W following
i.p administration of binaiy mixtures of BaP and pyrene in three constant doses
of BaP (2, 6 and 20 mg/kg) for each of the three different exposure scenarios:
BaP/P=0.2 (Panel A); BaP/P=1 (Panel B) and BaP/P5 (Panel C). Each data
point represents an individual animal.
figure 2. Relationship between the levels ofthe ETB in liver and faecal 1-OHP following
i.p administration ofbinaiy mixtures ofBaP and pyrene in three constant doses
ofBaP (2, 6 and 20 mg/kg) for each ofthe three different exposure scenarios:
BaP/P=0.2 (Panel A); BaP/P=1 (Panel B) and BaP/P=5 (Panel C). Each data
point represents an individual animal.
figure 3. Correlation between the levels ofthe ETB ofHb and urinary 3-OHBaP following
i.p administration ofbinaiy mixtures ofBaP and pyrene in three constant doses
of BaP (2, 6 and 20 mg/kg) for each of the three different exposure scenarios:
(•) BaP/P=5; (o) BaP/P=1 and (A) BaP/P=0.2. Each data point represents an
individual animal.
figure 4. Correlation between the leveis ofthe ETB in liver and faecal 3-OHBaP following
i.p administration ofbinary mixtures ofBaP and pyrene in three constant doses
of BaP (2, 6 and 20 mg/kg) for each of the three different exposure scenarios:
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This study was carried out to verify our hypothesis that urinary 1-OHP could serve as
biomarker of internai dose of PARs, correiated with a toxicoiogically relevant biological
effect (ETB formation) of PAR mixtures. Given that linear retationship between BaP dose
and adduct formation has been observed in experimentai studies (Shugart and Kao 1985),
given that linear relationships have been reported between P dose (even as a mixture of
PAHs) and urinaiy 1-OHP (Kuljukka et ai. 1997), we expected a linear reiationship
between 1-OHP and BaPDEadducts with cellular proteins (Electrophilic Tissue Burden,
ETB) in target tissues. Importantiy, Bouchard and Viau (1999) elaborated a simple
algorithm (see “introduction”, equation (1)), that could be further utilized for modulation of
biological limit values (BLVs) for 1 -OHP according to the actual composition of individual
PAHs in typical mixtures encountered in generai and occupational environments that
required experimental validation in an animai model. In the present study, we attempted to
verify this algorithm in the rat model through verification of equation (2) (from the
“introduction”) incorporating the ETB derived ftom PAHs exposure according to our
hypothesis. This would be of high importance in biological monitoring strategies given
that a single biotogical value for 1-OHP can not apply to ail work environments due to the
variety of PAR profiles encountered (Levin 1995; dell’Omo et aI. 1998).
This study was conducted on binai-y mixtures at doses higher than those encountered in
workplaces in order to allow adequate measurements of ETB. But it still represents an
interesting tool towards understanding and interpreting the possible additive or antagonistic
effects associated with PARs exposure. Prior to this study, Bouchard et al. (199$) have
investigated the effect of exposure to binary and tertiary mixtures of PARs on the urinary
107
excretion kinetics of 1 -OHP and no influence of BaP onto urinaiy excretion kinetics of P,
but significant increase in the arnount of 1-OHP excreted in urine at doses of 1.3 and 6.5
mg BaP/kg in mixture with 1 mg P/kg (single i.v administration in fats) has been reported,
probably due to BaP induction of P metabolism. We have chosen higlier doses ofBaP and
P in binary mixtures administered intraperitoneally to assure sufficient spread in urinary
1-OHP levels for each binaiy dose tested, making possible the verification ofequation (2).
In other words, we attempted to determine the urinary 1 -OHP levels that correspond to
given threshoid of ETB in four “target tissues” of interest: liver, lung, heart and blood
haernoglobin. Heart was inciuded in the “target group tissues” due to the study ofLewtas et
al. (1993) reporting highest DNA adduct level in human heart among several other autopsy
tissues examined from individuals previously exposed to tobacco smoke. In this respect
high ETB level in heart was presumed in our case also. In ordef to verify the correlation
between different biomarkers of PAN exposure, we have studied, as weli, ETB associated
with haemoglobin and its relationship with urinaiy/faecal 1-OHP and 3-O}ffiaP. More
over, it has aÏready been reported that BaPDE adducts with haemogiobin couid serve as a
“surrogate” of ETB in target for carcinogenicity tissues, such as lung (Tzekova et ai,
submitted). Mthough BaPDE adducts with haemoglobin (Hb) and albumin have been
considered as important biomarkers of respectively repeated and recent human exposure to
BaP 0f PAHs (Lee and Santella 1988; Bechtold et al. 1991; van Welie et al. 1992), such
approach is stili distant to genotoxicity endpoints evaiuation. Assessing ETB as defined in
this report is one step doser towards estimation of the biologicaliy effective PAN dose in
target tissues and, con sequentiy, indirect estimation ofPAHs genotoxicity in these tissues.
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As seen in Table 1 and Figure 1, statistically significant linear reiationships between the
levels of ETB in ail tissues considered and urinaly 1-OHP were observed only for the
exposure scenarios: BaP/P = 0.2 and 1. Thus, urinary 1 -OHP could serve as an indicator of
the internai dose linked with the ETB in target for carcinogenicity tissues, such as lung, at
low BaPiP ratios (iess than or equai to 1) over the range of the exposure doses tested.
Taking into consideration the simulation pefformed in Table 4, this indicates that equation
(1) is verified for BaP/P ratios equal to 0.2 and 1. However, these two BaP/P ratios
correspond to those encountered in work environments (Petry et al. 1996; Bieniek, 199$;
Gndel et al. 2000) contrary to the ratio BaP/P equal to 5. In order words, for this last
scenario the diversion from the expected iinearity in the reiationship examined for the hver
and lung tissue was flot considered as an important issue for the typical occupational
environments.
As seen in Table 1 and Figure 2, the reiationship between ETB leveis in ail tissues
considered and faecal 1 -OHP was found to be linear for ail tissues of interest only for the
exposure scenario BaP/P=0.2. However, in the context ofbiological monitoring, the urinaly
metabo lites exarnined are those of concem.
Interestingly, while studying the relationship between ETB in alt tissues of interest and the
urinaiy /faecal 3-OHBaP, the liver tissue was the only one for which no linear regression
was confirrned between ETB and urinary 3-OHBaP for ail three BaP/P ratios, and the oniy
one for which linear regressions were obtained with faecal 3-OHBaP for the three exposure
scenarios (see Table 2 and Figure 4), an observation that is difficuit to explain. Also,
relatively strong linear relationships were obtained for “BaPDE adducts with Hb vs. urinary
3-ORBaP” for BaP/P = 0.2, 1 and 5 (see Table 2 and Figure 3) indicating that urinaiy
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3-OHEaP could serve as surrogate for BaPDE-Hb adducts. This confirms another previous
study reporting high linear correlation between the urinay excretion of 3-OHEaP in
Monday 24-h urine samples from rats and the levels ofBaPDE-Hb adducts after 4 weeks of
treatment with BaP (i.p administration, once daily), Tuesday to Friday (Bouchard and Viau,
1995). However, it is well known that BaP metabotites are mainly excreted in faeces and
only a minor part (5-15%) is excreted in urine (Chipman et al. 1981; Mitcheli, 1982). Mso,
given that the molecular weight of the glucorono-conjugate of 3-ONBaP (428) is higher
than the threshold for biliary excretion in rats (325) it could be a reason for possible
competitive inhibition ofglucorono-conjugate of 1-OHP (305) biliaiy transport (Sathirakul
et al. 1994). This could result in an increase in the percentage of P excreted as 1-OHP in
urine and, consequently, lower proportion of 1-OHP recovered in faeces. However, a
significant difference (higher values) in this percentage (ANOVA data) was observed only
at the higher exposure binaiy doses tested (20 mg BaP/kg + 20 mg P/kg and 20 mg BaP/kg
+100 mg P/kg). This could be related to somewhat more pronounced effect of BaP
induction on the P metabolism although a quantitative estimation of such an induction was
flot performed in the present study. Thus our resuits for the percentage of P dose excreted
as urinary 1-OHP align with those ofBouchard et al. (1998) reporting for mean of 1.41% ±
0.16 and 1.71 % ± 0.27, of the P dose excreted as urinai’,’ 1-OBP following single i.v
administration in rat of binary mixture (1.3 mg BaP/kg +1 mg P 7kg, i.e BaP/P=1.3 and 6.5
mg BaP 7kg + 1 mg P/kg, i.e BaP,P=6.5, respectively) compared to our 1.5% ±0.7 and 0.9%
± 0.5 ofthe Pyrene dose excreted as urinal’,’ 1-OHP at the binary doses (2 mg BaP/kg + 2
mg P/kg , BaP/P=1 and 6 mg BaP 7kg + 1.2 mg P 7kg, BaP/P=5, respectively). This seems
to be in accordance with other study ofViau et al. (1999) reportmg that over 90% ofthe P
dose excreted in urine as urinary 1-OHP is excreted in 24 hours following a single iv, oral
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and dermal treatment, suggesting that littie accumulation of 1-OHP occurs within the 10
days i.p treatment period in our study. Therefore, urine and faecal collection was made
during 24 hours following last injection. The same authors have reported a linear P dose
dependent 1 -OHP excretion as it was found in our study following repeated exposure to
binary mixture (BaP+P). This is an indication that saturation of the P metabolism has not
occurred over the doses examined in the current study.
Recently, Bouchard et al. (2002) have studied the urinary excretion kinetics of 1-OHP in
male Sprague-Dawley rats following subchronic oral exposure, on Tuesdays and Fridays
for 10 consecutive weeks, to 0.046 rng/kg/d ofpyrene or to 0.046, 0.15, and 0.46 mg/kg/d
of pyrene in mixture with other 12 PAHs and have found that whatever the administered
dose, repeated exposure to both pyrene and PAF! mixtures resulted in a progressive tirne
dependent increase in the urinaiy excretion of 1-OHP. This was related to slow release of
residual P accumulated in a long-terrn compartment and/or to the enterohepatic
recirculation of 1-OHP and other pyrene metabolites. However, our resuits for the
percentage of the P dose excreted as urinary 1 -OHP seems to be somewhat lower. Also,
relatively high inter-individual difference in 1-OHP urinary excretion in rats was observed
in this experiment as it was found in other previous studies following exposure to a given
PAF! mixture. In addition, it was recently shown that there is a strong correlation in the
individual yield of urinary 1 -OHP when comparing the excretion of the metabolites in a
group of rats between different administrations of pyrene. In other words, animals
displaying a low yield of urinaiy 1 -OHP upon a first administration of pyrene will keep this
characteristic when injected at a later tirne (Payan, Viau et al. in preparation).
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Conceming the ratio between the percentage of the BaP dose excreted in faeces vs. that in
urine for 24 hours collection period following last (10ffi) i.p injection of binary mixture
(BaP+P) we have obtained values of 9.5 to 43.3 for ail exposure mixture doses tested. As
previously found by Bouchard and Viau (1996), there was a non-statistically significant
trend of the feceslurine excretion ratio to increase with the BaP/P ratio of the injected
mixture and to decrease with increasing BaP doses. Thus this ratio is over two times higher
in our case than the value of 4 obtained for the same ratio in the study of Tyndyk et ai
(1994), regarding cumulative excretion for $ days afier a single i.p administration of 10 mg
BaP 1kg aione. The same authors have observed that aller 10 i.p injections with 10 days
cessation of exposure between injections (8 days cumulative excretion) this ratio remains
constant, but the quantities of 3-OHBaP excreted in both urine and faeces dropped 1.5-2
tirnes due to age-related changes in BaP-metaboiizing enzymes. An average of 0.1% ofBaP
dose excreted in urine as 3-OHBaP over the $ days coiiection period aller treatment was
reported. Given that around 94 % of the totai amount of 3-OFfflaP excreted in urine over
164-h (7 days) is eliminated during the first 72 hours aller a single i.p treatment (Bouchard
et Viau, 1995), repeated exposure to BaP once daiiy for 10 days could resuit in excretion of
residuai 3-OFLBaP ftom past days suggesting a probable accumulation of BaP and its
metaboiites upon repeated exposure as weli as probable enzymatic induction. Thus our
resuits (0.21% to 0.49 % of BaP dose excreted as urinary 3-OHBaP at 24-h post dosing,
caiculated on the basis of a singie BaP dose i.e 1 0thi injection) are two to five times higher
than those obtained by Tyndyk et al (1994) after a single i.p administration of BaP. In
support to this assumption, Bouchard and Viau (1995) have found that values of urinary
3-OHBaP in Mondays urine sample following one week of treatment (Monday through
friday, once daily with about 8 mg BaP 7kg, i.p administration) represented, on average,
33% of previous Thursday sampling values suggesting that BaP might accumulate in the
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organism upon repeated dosing and be redistributed, biotransformed and eliminated upon
cessation ofexposure. However, BaP amount in storage compartrnents, such as fafty tissues
in rat bas flot been measured in the current study. More over, our aim in this study was flrst,
to verify equation (1) and, second, to “elucidate” the correlation between different
biomarkers of PAH exposure following concomitant exposure to binaiy mixtures of BaP
and P and thus to better assess their usefulness in biological monitoring. On the other hand,
a linear BaP dose- dependant 3-OHBaP excretion in botb urine and faeces was observed in
our experiment, suggesting that BaP metabolizing enzymes were flot saturated over the
range of doses used in the current study.
Again, it is difficuit to compare our resuits for the % of Bal’ dose excreted in urine as
3-ONBaP with other reported previously because of differences in the administration
protocols. However, our results (0.20 - 0.49 % ofBaP dose excreted as urinaiy 3-OHBaP)
are somewhat similar to those obtained by Jongeneelen et al (1985), reporting 0.22-0.35 %
ofBaP dose excreted in urine as 3-OHBaP during 6 days following 3 consecutive days of
oral treatment of rats with BaP alone at doses of about 2.4, 5 and 12 mg/kg, calculated on
the basis ofthe last given dose. It has to be kept in mmd that the exposure route, duration of
exposure, exposure doses, urine collection as well as diet differed in both studies. Our
resuits did flot confirm the findings of Jongeneelen et al (1985) that the lower the BaP
exposure dose the higher is the percentage of BaP dose excreted in urine as 3-OHBaP.
However, it is well known that repeated exposure of rats to BaP may trigger induction of
CYT P 450 enzyme system. There is also possible saturation of BaP metabolism at high
BaP doses, and possible metabolic interference in the case of complex PAN mixture
exposures, all impacting on the excretion kinetics ofurinary 3-OHBaP.
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h conclusion, the resuits obtained in the present report indicate that equation (1) is verifled
for 2 out of 3 exposure scenarios corresponding to realistic occupational BaP/P ratios of 0.2
and L This suggests that using ETB as an endpoint, the proposed algorithm will reasonably
predict the critical value of urinary -OHP for mixtures having different BaP/P ratios. The
predicted value is better for BaP/P ratios 1. Furtherrnore, there is a large interindividual
variability in both urinary metabolites and tissue ETB for exposure to a given mixture.
Stronger linear relationships between ETB in all tissues chosen and 1-OHP or 3-OHBaP
were obtained with urinaly metabolites than with their faecal analogues. Thus urinary
1-OHP and 3-OHBaP are more reliable (promising) “indicators” to be used as biornarkers
in biological monitoring strategies.
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Ce travail de recherche a été consacré à l’étude expérimentale du I -hydroxypyrène (1 -OHP)
urinaire comme biomarqueur corrélé à des effets biologiques (c.-à-d. génotoxicité des
HAP) associés à l’exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP). Dans ce
but la charge électrophile tissulaire (CET), soit les adduits du benzo(a)pyrène diolépoxyde
(BaPDE) (le métabolite cancérogène de benzo(a)pyrène (BaP)) aux protéines tissulaires, a
été utilisée comme mesure de la toxicité ou comme mesure d’un effet biologique “précoce”
probablement lié, quoique indirectement, à la génotoxicité et, par extension, à la
cancérogénicité des organes cibles. La corrélation entre la CET des tissus choisis et le
1 -OHP urinaire a ensuite été étudiée afin d’examiner le rôle du 1 -OHP urinaire comme
mesure d’exposition interne reliée à un effet biologique critique, dans le contexte de
l’exposition à des mélanges de HAP. Ceci donc pourrait guider les stratégies de
surveillance biologique de l’exposition dirigée vers la protection de la santé humaine et la
diminution du risque de cancer.
D’après les donnés scientifiques la mesure du 1-OHP dans l’urine peut servir comme
mesure de la dose interne de pyrène et de HAP, ce qui en conséquence lui a attribué le rôle
de biomarqueur d’exposition aux HAP totaux autant chez la population exposée
professionnellement aux HAP que chez la population générale. Mais il n’y a que deux
milieux de travail pour lesquels il existe des indices biologiques d’exposition (113E)
proposés pour le 1-OHP urinaire, à savoir: pour des travailleurs des fours à coke (2,3
p.mol.mo[1 créatinine) et pour ceux des usines de production d’aluminium (4,9 tmol.mol
créatinine). D’où l’importance de la méthodologie développée par Bouchard et Viau (1999)
qui tient compte des mesures environnementales (concentration des HAP dans l’air du
milieu de travail) et des mesures biologiques (des valeurs de 1-OHP dans l’urine) et qui
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permettra d’établir des ifiE pour le l-OHP urinaire applicables à d’autres milieux
d’exposition professionnelle aux HAP pour lesquels il n’existe pas des ifiE proposés.
Néanmoins, aucune étude épidémiologique n’a mis en évidence de relation entre le 1-OHP
urinaire et la maladie, soit le cancer. Plusieurs études, y compris celles qui sont issues de
notre groupe de recherche, visent la validation du 1-OHP urinaire comme biornarqueur
corrélé à des effets biologiques, soit la génotoxicité des HAP dans les tissus cibles. Dans ce
but, en supposant que les concentrations de HAP cancérogènes exprimées en équivalent du
BaP ainsi que la CET sont proportionnelles au risque de cancer, on a tenté de vérifier
l’approche proposée par Bouchard et Viau (1999) dans un modèle animal utilisant le rat.
Pour ce faire, nous avons examiné la relation entre l’excrétion urinaire de 1-OHP et la CET
chez des rats exposés à des mélanges binaires de BaP et de pyrène. Pour ce faire, nous
avons choisi trois rapports BaP/P: 0.2, 1 et 5, dont les deux premiers sont représentatifs de
ce qu’on retrouve dans certains milieux de travail alors que le dernier a été pris seulement
pour vérifier une applicabilité plus large du modèle. Ainsi, on tentait d’étudier l’influence du
rapport BaP/P dans des mélanges binaires sur l’excrétion urinaire de 1-OHP aussi bien que
sur la formation de la CET dans les tissus cibles choisis. L’exposition aux mélanges
binaires (BaP±P) a été choisie afin de comprendre et d’interpréter le comportement des
mélanges de HAP dans les systèmes biologiques. Dans ce cas, une interférence
toxicocinétique, y compris une compétition entre les composantes de ces mélanges pour les
mêmes enzymes de biotransfomiation, pourrait entraîner une augmentation ou une
diminution de l’excrétion de certains métabolites d’intérêt dans la SBE, d’une part, ou de la
formation d’adduits de métabolites cancérogènes de RAP aux macromolécules cellulaires
(ADN, protéines), d’autre part. Ces adduits pourraient refléter la génotoxicité des mélanges
de HAP par rapport à une exposition aux HAP cancérogènes. De plus, un régime
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d’exposition répétée aux HAP a été choisi étant donné que les travailleurs sont exposés
chroniquement, d’une part, et que les données portant sur la formation de la CET et sur
l’excrétion urinaire du L-OHP suite à l’exposition répétée aux HAP chez l’animal et chez
l’humain sont, en général, insuffisantes, d’autre part.
Selon la revue de la littérature une formation similaire de la CET (adduits de BaPDE aux
protéines tissulaires) a été observée dans des tissus différents (autant cibles que non cibles
de cancérogénicité) d’un animal donné suite à l’exposition unique au BaP seul sans tenir
compte de la vulnérabilité tissulaire à la cancérogénicité induite par des HAP ou de la
capacité métabolique des tissus dépendant du CYT P450. Étant donné que pour les
protéines, en général, il n’existe pas de mécanisme de réparation contrairement au cas de
l’ADN, une exposition répétée au BaP devrait donc entraîner une accumulation des adduits
de BaPDE aux protéines tissulaires, ce que nous avons défini comme la CET. Cette
dernière pouffait par ailleurs refléter la charge électrophile à l’ADN, soit les adduits de
BaPDE à l’ADN, donc pourrait servir comme une mesure indirecte de la génotoxicité,
surtout dans les situations d’exposition chronique. De plus, l’administration des mélanges
binaires contenant des quantités variables de pyrène pourrait influencer la formation de la
CET provenant d’une dose donnée de BaP dans des mélanges. Selon nos données obtenues,
des niveaux semblables de CET ont été obtenus pour tous les tissus d’intérêt, y compris
l’hémoglobine, pour chaque dose binaire. On note cependant une faible tendance à observer
des niveaux de CET un peu plus élevés dans les tissus métaboliquement actifs (le foie, le
poumon) par rapport aux autres tissus examinés (le coeur, l’hémoglobine). Toutefois, on ne
peut pas pour autant en déduire une relation directe entre la formation de la CET dans les
tissus choisis et la vulnérabilité tissulaire à la cancérogénicité induite par les HAP. Aussi, il
a été observé que la présence de P en mélange binaire avec le BaP n’influence pas la
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formation de la CET des tissus choisis pour les plages de doses utilisées dans cette
expérience (Article 1).
Concernant notre étude sur la relation entre le 1-OHP urinaire et la CET dans les tissus
d’intérêt, une régression linéaire entre ceuxci a été obtenue pour les ratios BaP/P de 0.2 et
1 indiquant que le 1-OHP urinaire est relié à la CET des tissus cibles. Ceci a permis
également de vérifier notre algorithme de l’ajustement de la valeur de référence du 1-OHP
urinaire dans l’exposition à divers mélanges de HAP (voir équation (1) de l’Article 2). Étant
donné l’importance d’approfondir notre connaissance sur l’utilité potentielle d’autres
biornarqueurs d’exposition aux HAP les corrélations entre la CET et le 1 -OHP fécal ou le
3-OHBaP dans l’urine et les fèces ont été également examinées dans cette étude. Le fait,
qu’une relation linéaire a été obtenue entre les adduits à l’Hb et le 3-OHBaP urinaire pour
les trois ratios: BaP/P0.2, 1 and 5 indique que le 3-OHBaP urinaire pourrait servir comme
mesure de substitution des adduits à l’Hb dans les situations d’exposition chronique à des
doses journalières relativement stables. Concernant la relation entre la “CET des tissus
choisis et le 1-OHP/3-OHBaP dans l’urine ou les fèces”, les meilleurs coefficients de
corrélation ont été obtenus avec les métabolites urinaires par rapport aux métabolites fécaux
indiquant que les métabolites urinaires du BaP et du pyrène étudiés sont des “indicateurs”
plus fiables pour servir aux besoins de la surveillance biologique de l’exposition.
Tel qu’observé dans notre expérience, le pourcentage de la dose de BaP excrété sous forme
du 3-OHBaP dans l’urine et les fèces était constant pour une dose donnée du BaP dans les
mélanges binaires indépendamment de la dose de P. Aussi, il a été confirmé que le BaP à
de faibles doses (2 and 6 rng/kg) n’influence pas le pourcentage de la dose du P excrété
comme I -01-W dans l’urine et les fèces. De plus, le fait qu’une bonne relation “dose-
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excrétion’ a été obtenue pour 1-OHP urinaire ainsi qu’une bonne relation “dose-formation
des adduits de BaPDE aux protéines tissulaires t CET )“ a été également observée suggère
l’absence de saturation dans le métabolisme du pyrène, du BaP et l’excrétion du 1-OHP
pour les doses utilisées dans l’expérience. Ceci indique donc qu’une influence de la
composition des mélanges de HAP sur l’excrétion des métabolites de HAP d’intérêt dans la
SBE est peu probable pour les environnements réalistes d’exposition professionnelle aux
HAP.
En conclusion, les résultats de ces expériences indiquent qu’en utilisant la CET comme
mesure de toxicité, l’équation Ç1) de l’Article 2 pourrait donc prédire de manière raisonnable
des valeurs critiques d’excrétion du 1-OHP urinaire associées à l’exposition à des mélanges
complexes de HAP ayant des ratios BaPÏP différents. Étant donné que de meilleures
valeurs prévues ont été obtenues pour des ratios BaP/P 1, qui sont des ratios réalistes pour
certains milieux de travail, ceci suggère donc que cet algorithme puisse servir comme une
base solide vers la validation d’une nouvelle approche de détermination des 113Es pour
1-OHP urinaire dans la SBE se basant sur l’équation (1) de l’Article 2. Le rôle du 1-ORP
urinaire comme mesure de la dose interne corrélée à la CET des organes cibles de
cancérogénicité pour des bas ratios BaP/P (inférieure ou égale à Ï) a été confirmé. Les
adduits de BaPDE à l’hémoglobine (Hb) peuvent servir comme mesure de substitution de la
CET des tissus cibles. Le 3-OHBaP urinaire peut servir comme mesure de substitution des
adduits de BaPDE à l’Hb dans les situations d’exposition chronique à des doses
quotidiennes relativement stables. Cependant, il est important d’effectuer des études
animales avec des mélanges plus complexes de HAP et avec des doses de HAP
représentatives des différents milieux de travail, ce qui permettra de développer de
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meilleurs indices biologiques d’exposition et d’estimer plus précisément le risque pour la
santé humaine.
